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DESCRIPCION
Anticuerpos para el receptor humano de muerte programada PD-1
Antecedentes de la invencion

El receptor de muerte programada 1 (PD-1) es un receptor inmunoinhibidor que se expresa principalmente en
linfocitos T y B activados. Se ha demostrado que la interaccién con sus ligandos atenla las respuestas de linfocitos
T tanto in vivo como in vitro. Se ha demostrado que el bloqueo de la interaccion entre PD-1 y uno de sus ligandos,
PD-L1, potencia la inmunidad de linfocitos T CD8+ especifica de tumores y puede, por tanto, ser util en la
eliminacion de células tumorales por medio del sistema inmunitario.

PD-1 (codificado por el gen Pdcdl) es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas relacionado con
CD28, y CTLA-4. Se ha demostrado que PD-1 regula negativamente la sefializacion del receptor de antigeno tras el
enlazamiento de sus ligandos (PD-L1 y/o PD-L2). Se ha resuelto la estructura de PD-1 murino asi como también la
estructura de co-cristal de PD-1 de ratén con PD-L1 humano (Zhang, X. et al., Immunity 20:337-347 (2004); Lin et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 105:3011-6 (2008)). PD-1 y los miembros de la familia similares son glucoproteinas
de transmembrana de tipo | que contienen un dominio de tipo Ig variable (tipo V) responsable de la unién de ligandos
y una cola citoplasmatica que es responsable de la uniéon de moléculas de sefializacion. La cola citoplasmatica de
PD-1 contiene dos motivos de sefializacion a base de tirosina, un ITIM (motivo de inhibicién a base de tirosina de
inmunoreceptor) y un ITSM (motivo de interruptor a base de tirosina de inmunoreceptor).

Tras la estimulaciéon de los linfocitos T, PD-1 recluta la tirosina fosfatasa SHP-2 al motivo ITSM dentro de su cola
citoplasmatica, conduciendo a la desfosforilacion de las moléculas efectoras tales como CD3 zeta, PKC teta y
ZAP70, que estan implicadas en la cascada de sefializacién de linfocitos T CD3. El mecanismo por medio del cual
PD-1 modula a la baja las respuestas de los linfocitos T es similar, pero distinto del correspondiente a CTLA-4, ya
gue ambas moléculas regulan un conjunto de proteinas de sefializacion que se solapa (Parry et al., Mol. Cell Biol.
25: 9543-9553). Bennett y colaboradores han demostrado que la inhibicion mediada por PD-1 de la sefializacion de
linfocitos T Unicamente es eficaz cuando las sefales tanto de activacion como de inhibicién se producen sobre la
misma superficie, lo que indica que el mecanismo de sefializacion de PD-1 se determina de forma espacio-temporal
(Bennett F. et al., J Immunol. 170:711-8 (2003)).

Se ha demostrado que PD-1 se expresa sobre linfocitos activados (linfocitos T CD4* y CD8* periféricos, células B y
monocitos) y también se ha demostrado que se expresa durante el desarrollo timico sobre linfocitos T CD4 CD8"
(doble negativo) asi como también en linfocitos T NK.

Los ligandos para PD-1 (PD-L1 y PD-L2) se expresan de forma constitutiva o se pueden inducir en diversos tipos
celulares, incluyendo tejidos no hematopoyéticos asi como también diversos tipos de tumores. PD-L1 se expresa
sobre linfocitos T, células B, mieloides y dendriticas (DC), pero también sobre células periféricas, tales como células
endoteliales microvasculares y 6rganos no linfoides tales como corazén, pulmén, etc. Por el contrario, PD-L2
Unicamente se encuentra en macrofagos y DC. El patrén de expresién de los ligandos PD-1 indica un papel de PD-1
en el mantenimiento de la tolerancia periférica y puede servir para regular las respuestas de linfocitos T y B auto-
reactivos en la periferia. Ambos ligandos son receptores de transmembrana de tipo | que contienen tanto dominios
de tipo IgV como dominios de tipo IgC en la region extracelular. Ambos ligandos contienen regiones citoplasmaticas
cortas sin motivos de sefializacién conocidos.

Hasta la fecha, numerosos estudios han demostrado que la interaccion de PD-1 con sus ligandos conduce a la
inhibicion de la proliferacion de linfocitos in vitro e in vivo. Se ha demostrado que la alteracién de la interaccion PD-
1/PD-L1 aumenta la proliferacién de linfocitos T y la produccion de citocinas y la progresion en bloque del ciclo
celular. El andlisis inicial de ratones Pdcdl” no identificd ningtn fenotipo inmuntario drastico. Sin embargo, los
ratones de edad avanzada desarrollaron enfermedades autoinmunes espontaneas que difirieron de acuerdo con la
cepa sobre la cual se produjo el retro-cruzamiento de la deficiencia de Pdcdl. Estas incluyen la artritis proliferativa
similar al lupus (C57BL/6) (Nishimura H. et al., Int. Immunol. 10: 1563-1572 (1998)), la cardiomiopatia mortal
(BALBY/c) (Nishimura H. et al., Science 291: 319-322 (2001)) y la diabetes de tipo | (NOD) (Wang J. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 102: 11823-11828 (2005)). En general, el analisis de los animales nuligénicos ha conducido a la
comprensiéon de que PD-1 funciona principalmente para inducir y regular la tolerancia periférica. De este modo, el
bloqueo terapéutico del mecanismo PD-1 puede resultar Util para solucionar la tolerancia inmunitaria. Dicho bloqueo
selectivo puede ser de utilidad en el tratamiento del cancer o la infeccidon asi como en el refuerzo de la inmunidad
durante la vacunacion (ya sea profilactica o terapéutica).

El papel de PD-1 en el cancer esta establecido en la bibliografia. Se sabe que el microambiente tumoral puede
proteger a las células tumorales frente a la destrucciéon inmunitaria eficaz. Recientemente, se ha demostrado que
PD-L1 se expresa en varios tumores humanos y de ratén (y se puede inducir por medio de IFN gamma en la
mayoria de estirpes celulares tumorales negativas para PD-L1) y se postula que media en la evasion inmunitaria
(Ilwai Y. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99: 12293-12297 (2002); Strome S.E. et al., Cancer Res., 63: 6501-6505
(2003).
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En seres humanos, se ha descubierto la expresion de PD-1 (en linfocitos que se infiltran en tumores) y/o PD-L1 (en
células tumorales) en varias biopsias primarias evaluadas por medio de inmunohistoquimica. Dichos tejidos incluyen
canceres de pulmén, higado, ovario, cuello uterino, piel, colon, glioma, vejiga, mama, rifién, es6fago, estomago,
células escamosas orales, células uroteliales y pancreas asi como también tumores de cabeza y cuello (Brown J.A.
et al., J. Immnol. 170: 1257-1266 (2003); Dong H. et al., Nat. Med. 8: 793-800 (2002); Wintterle et al., Cancer Res.
63: 7462-7467 (2003); Strome S.E. et al., Cancer Res., 63: 6501-6505 (2003); Thompson R.H. et al., Cancer Res 66:
3381-5 (2006); Thompson et al., Clin. Cancer Res., 13: 1757-61 (2007); Nomi T. et al., Clin. Cancer Res. 13: 2151-7
(2007)). Mas sorprendentemente, se ha correlacionado la expresién de PD-ligando sobre células tumorales con un
mal prondstico de pacientes con cancer en multiples tipos de tumores (revisado en Okazaki y Honjo, Int. Immunol.
19: 813-824 (2007)).

El bloqueo de la interaccion PD-1/PD-L1 podria conducir a una inmunidad de linfocitos T especifica de tumores
potenciada y por tanto podria ser Util para la eliminacion de células tumorales por parte del sistema inmunitario. Para
abordar esta cuestion, se han realizado varios estudios. En un modelo murino de cancer de pancreas agresivo, T.
Nomi et al. (Clin. Cancer Res. 13: 2151-2157 (2007)) demostraron la eficacia terapéutica del bloqueo de PD-1/PD-
L1. La administracion de anticuerpo dirigido ya sea a PD-1 o PD-L1 inhibi6 significativamente el crecimiento tumoral.
El bloqueo por anticuerpo promovié eficazmente la infiltracion de linfocitos T CD8* reactivos a tumores en el interior
del tumor, dando como resultado la regulacion positiva de los efectores antitumorales incluyendo IFN gamma,
granzima B y perforina. Adicionalmente, los autores mostraron que el bloqueo de PD-1 se puede combinar
eficazmente con quimioterapia para lograr un efecto sinérgico. En otro estudio, usando un modelo de carcinoma de
células escamosas en ratones, el bloqueo por anticuerpos de PD-1 o PD-L1 inhibié significativamente el crecimiento
tumoral (Tsushima F. et al., Oral Oncol. 42: 268-274 (2006)).

En otros estudios, la transfeccion de una estirpe de mastocitoma murino con PD-L1 condujo a una menor lisis de las
células tumorales cuando se co-cultivaron con un clon de CTL especifico tumoral. Se restablecio la lisis cuando se
afadi6 mAb anti-PD-L1 (lwai Y. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99: 12293-12297 (2002)). In vivo, Se ha
demostrado que el bloqueo de la interaccion PD1/PD-L1 aumentaba la eficacia de la terapia de transferencia de
linfocitos T adoptivos en un modelo tumoral de ratén (Strome S.E. et al., Cancer Res. 63: 6501-6505 (2003)).
Pruebas adicionales del papel de PD-1 en el tratamiento del cancer proceden de experimentos realizados con
ratones nuligénicos para PD-1. Las células de mieloma que expresaban PD-L1 crecieron Unicamente en animales de
tipo silvestre (dando como resultado el crecimiento tumoral y la muerte animal asociada), pero no en ratones
deficientes en PD-1 (lwai Y. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99: 12293-12297 (2002)).

En estudios en humanos, R. M. Wong et al. (Int. Immunol. 19: 1223-1234 (2007)) demostraron que el bloqueo de
PD-1 usando un anticuerpo anti-PD-1 completamente humano aumenté los nimeros absolutos de linfocitos T CD8*
especificos de tumor (CTL) en ensayos de estimulacién ex vivo usando antigenos de vacuna y células de individuos
vacunados. En un estudio similar, el bloqueo de anticuerpo de PD-L1 dio como resultado una actividad citolitica
potenciada de los linfocitos T citotoxicos especificos de antigeno asociados a tumores y una mayor produccion de
citocinas por los linfocitos Tw especificos de tumor (Blank C. et al., Int. J. Cancer 119: 317-327 (2006)). Los mismos
autores demostraron que el bloqueo de PD-L1 aumenta las respuestas de los linfocitos T especificos de tumor in
vitro en combinacion con el bloqueo de anti-CTLA-4.

En general, la via de PD-1/PD-L1 es una diana bien validada para el desarrollo de productos terapéuticos de
anticuerpos para el tratamiento del cancer. Los anticuerpos PD-1 también pueden ser Utiles en la infeccion virica
cronica. Los linfocitos T CD8* de memoria generados tras una infeccién virica aguda son altamente funcionales y
constituyen un componente importante de la inmunidad protectora. Por el contrario, con frecuencia, las infecciones
cronicas se caracterizan por grados variables de impedimento funcional (agotamiento) de las respuestas de linfocitos
T especificos de virus y este defecto es el motivo principal de la incapacidad del hospedador para eliminar el
patdégeno que persiste. Aunque inicialmente se generan los linfocitos T efectores funcionales durante las etapas
tempranas de la infeccién, gradualmente pierden su funcién durante el trascurso de la infeccion crénica. Barber et al.
(Barber et al., Nature 439: 682-687 (2006)) mostraron que los ratones infectados con una estirpe de laboratorio de
VCML desarrollaron infeccién cronica dando como resultado niveles elevados de virus en sangre y otros tejidos.
Inicialmente, estos ratones desarrollaron una respuesta robusta de linfocitos T, pero con el tiempo sucumbieron a la
infeccion tras el agotamiento de los linfocitos T. Los autores descubrieron que la disminucién en el ndmero y funcién
de los linfocitos T efectores de raton crénicamente infectado se puede revertir por medio de la inyeccién de un
anticuerpo que bloquee la interaccién entre PD-1y PD-L1.

Recientemente, se ha demostrado que PD-1 se expresa en gran medida sobre linfocitos T en individuos infectados
con VIH y que la expresion del receptor se correlaciona con la funcién alterada de linfocitos T y la progresion de la
enfermedad (Day et al., Nature 443: 350-4 (2006).; Trautmann L et al., Nat. Med. 12: 1198-202 (2006). En ambos
estudios, el bloqueo del ligando PD-L1 aumentd significativamente la expansion de células que producen IFN-
gamma especificas de VIH in vitro.

Otros estudios implican la importancia de la via de PD-1 para el control de la infeccion virica. Los ratones nuligénicos
para PD-1 presentan un mejor control de la infeccion por adenovirus que los ratones de tipo silvestre (lwai et al., J.
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Exp. Med. 198: 39-50 (2003)). Ademas, la transferencia adoptiva de linfocitos T especificos de VHB a animales
transgénicos VHB dio lugar a la aparicion de hepatitis (Isogawa M. et al., Immunity 23: 53-63 (2005)). La patologia de
estos animales oscila como consecuencia del reconocimiento de antigeno en el higado y la regulacién positiva de
PD-1 en células hepaticas.

El documento WO02006/121168 desvela anticuerpos monoclonales, en particular anticuerpos monoclonales
humanos, que se unen especificamente a PD-1 con una elevada afinidad, junto con métodos para la deteccion de
PD-1 y para el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo el cancer y enfermedades infecciosas, usando
dichos anticuerpos anti-PD-1

El documento US 2006/210567 desvela anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno que pueden actuar como
agonistas y/o antagonistas de PD-1, modulando de ese modo las respuestas inmunitarias en general y las mediadas
por TcR y CDD28, en patrticular.

El documento US6808710 desvela anticuerpos humanos especificos para PD-1 humano y su uso para la regulacion
positiva de la respuesta inmunitaria y para el tratamiento de tumores.

Breve sumario de la invencion
La invencion se refiere a las realizaciones como se definen en el presente documento.

La invencion se refiere a un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo aislados que se unen a PD-1 humano, que
comprenden: CDR de cadena ligera SEQ ID NO: 9, 10 y 11 y CDR de cadena pesada SEQ ID NO: 12, 13y 14, de
manera que dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo bloquea a la union de PD-L1 humano y PD-L2 humano a
PD-1 humano.

La invencion se refiere a un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo como se define en las reivindicaciones para su
uso en el tratamiento del cAncer o una infeccién o enfermedad infecciosa.

La invencién proporciona anticuerpos y fragmentos de anticuerpo aislados que se unen a PD-1 humano y cino. En
algunas realizaciones, el anticuerpo o los fragmentos de anticuerpo bloquean la uniéon de PD-L1 humano y PD-L2
humano a PD-1 humano. El anticuerpo PD-1 o fragmento de anticuerpo PD-1 de la invencion incluye las CDR
(Regiones determinantes de la complementariedad de anticuerpos) de SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12, 13y 14; y, en
realizaciones adicionales, incluye una o mas CDR de cadena pesada de SEQ ID NO: 12, 13 y 14 y las CDR de
cadena ligera de SEQ ID NO: 9, 10 y 11. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo es un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o un fragmento de los mismos.

En una realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo aislados que se unen a PD-
1 humano que comprende: una cadena ligera que comprende CDR de SEQ ID NO: 9, 10 y 11, o variantes de
cualquiera de dichas secuencias; y/o un cadena pesada que comprende CDR de SEQ ID NO: 12, 13y 14 o
variantes de cualquiera de dichas secuencias.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo aislados que se unen a un PD-1 humano que comprende:
una cadena ligera que comprende CDR de SEQ ID NO: 15, 16 y 17 o variantes de cualquiera de dichas secuencias;
y/o un cadena pesada que comprende CDR de SEQ ID NO: 18, 19 y 20 o variantes de cualquiera de dichas
secuencias.

En una realizacion, la invencion comprende un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno que comprenden una
regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 5 0 una variante de la misma; y/o una regién variable de cadena
ligera que comprende una SEQ ID NO: 6 o una variante de la misma.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que comprenden una region variable de cadena
pesada de SEQ ID NO: 7 o una variante de la misma; y/o una region variable de cadena ligera que comprende una
SEQ ID NO: 8 0 una variante de la misma.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que comprenden una region variable de cadena
pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 139 de la SEQ ID NO: 30 o una variante de la misma; y/o
una region variable de cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 130 de la SEQ ID NO: 32 o una
variante de la misma.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que comprenden una region variable de cadena
pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 139 de la SEQ ID NO: 30 o una variante de la misma; y/o
una region variable de cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 130 de la SEQ ID NO: 33 o una
variante de la misma.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que comprenden una region variable de cadena
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pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 139 de la SEQ ID NO: 30 o una variante de la misma; y/o
una region variable de cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 130 de la SEQ ID NO: 34 o una
variante de la misma.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que comprenden una region variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de homologia con los restos de
aminoéacidos 20 a 139 de la SEQ ID NO: 30; una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoéacidos que tiene al menos un 90 % de homologia con los restos de aminoacidos 20 a 130 de la SEQ ID NO:
32,33 0 34.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que se unen a un PD-1 humano que comprende: una
cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 466 de la SEQ ID NO: 31 o una variante de la misma
y/o una cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 237 de la SEQ ID NO: 36 o una variante de la
misma.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que se unen a un PD-1 humano que comprende: una
cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 466 de la SEQ ID NO: 31 o una variante de la misma
y/o una cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 237 de la SEQ ID NO: 37 o una variante de la
misma.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que se unen a un PD-1 humano que comprende: una
cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 466 de la SEQ ID NO: 31 o una variante de la misma
y/o una cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 237 de la SEQ ID NO: 38 o una variante de la
misma.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que se unen a un PD-1 humano que comprende: una
cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 469 de la SEQ ID NO: 35 o una variante de la misma
y/o una cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 237 de la SEQ ID NO: 36 o una variante de la
misma.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que se unen a un PD-1 humano que comprende: una
cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 469 de la SEQ ID NO: 35 o una variante de la misma
y/o una cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 237 de la SEQ ID NO: 37 o una variante de la
misma.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que se unen a un PD-1 humano que comprende: una
cadena pesada que comprende los restos de aminoacidos 20 a 469 de la SEQ ID NO: 35 o una variante de la misma
y/o una cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 237 de la SEQ ID NO: 38 o una variante de la
misma.

La variante del anticuerpo o un fragmento de anticuerpo pueden comprender una, dos o tres sustituciones de
aminoacidos modificados de forma conservativa.

El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo pueden comprender una region constante de cadena pesada o una
variante de la misma, en la que la variante comprende hasta 20 sustituciones de aminoacidos modificados de forma
conservativa; y/o una region constante de cadena ligera humana o una variante de la misma, en la que la variante
comprende hasta 20 sustituciones de aminoacidos modificados de forma conservativa. En algunas realizaciones, la
variante puede comprender hasta 10 sustituciones de aminoacidos modificados de forma conservativa. En algunas
realizaciones, la variante puede comprender hasta 5 sustituciones de aminoacidos modificados de forma
conservativa. En algunas realizaciones, la variante puede comprender hasta 3 sustituciones de aminoacidos
modificados de forma conservativa. En cualquiera de las realizaciones anteriores, la regién constante de cadena
pesada humana o variante de la misma puede ser del isotipo IgG1 o IgG4.

El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo se pueden unir a PD-1 humano con una Kp de aproximadamente 100 pM
o menor. En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se puede unir a un PD-1 humano con una Kp
de aproximadamente 30 pM o menor. En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se puede unir al
PD-1 humano con aproximadamente la misma Kp que el anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos SEQ. ID NO: 31 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ.
ID NO: 32. En otra realizacién, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se puede unir a PD-1 humano con
aproximadamente la misma Kp que el anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 31 y una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 33.

El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo se pueden unir a PD-1 humano con una Kasoc de aproximadamente 7,5 x
10° 1/M-s o mas rapida. En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se puede unir a PD-1 humano
con una Kasoc de aproximadamente 1 x 108 1/M-s o mas rapida.
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El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo se pueden unir a PD-1 humano con una kdisoc de aproximadamente 2 x
10 1/s 0 mas lenta. En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se puede unir a PD-1 humano con
una kdisoc de aproximadamente 2,7 x 10°1/s o mas lenta. En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo se puede unir a PD-1 humano con una kdisoc de aproximadamente 3 x 105 1/s o mas lenta.

Los valores de Kb, kasoc ¥ kdisoc S€ pueden medir usando cualquier método apropiado. En realizaciones preferidas, la
constante de disociacion se mide usando interferometria de bio-luz (por ejemplo, el procedimiento ForteBio Octet
descrito en el Ejemplo 2). En otras realizaciones preferidas, la constante de disociacion se puede medir usando
resonancia de plasmén superficial (por ejemplo, Biacore) o Kinexa.

El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de la invencion pueden bloquear la unién de PD-L1 humano o PD-L2
humano a PD-1 humano con una Clsp de aproximadamente 1 nM o menor. El bloqueo de la unién de ligando se
puede medir y la Clso se puede calcular usando cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, los métodos
FACS o FMAT que se describen en los ejemplos a continuacion en el presente documento.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que compiten por un epitopo sobre PD-1 humano de union
con cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente y que bloquea la unién de PD-L1 humano o PD-L2
humano a PD-1 humano con una Clso de aproximadamente 1 nM o menor.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que compiten por un epitopo sobre PD-1 humano de unién
con cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente y que se une a PD-1 humano con una Kp de
aproximadamente 100 pM o menor. En una realizacién, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se une a PD-1
humano con una Ko de aproximadamente 30 pM o0 menor.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que compiten por un epitopo sobre PD-1 humano de union
con cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente y que se une a PD-1 humano con aproximadamente la
misma Kp que un anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoéacidos SEQ ID
NO: 31 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 32.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que compiten por un epitopo sobre PD-1 humano de unién
con cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente y que se une a PD-1 humano con aproximadamente la
misma Kp que un anticuerpo que tiene una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 31 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 33.

Se desvela un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que compite por un epitopo sobre PD-1 humano de unién con
cualquiera de los anticuerpos anteriormente descritos y que se une a PD-1 con una kasoc de aproximadamente 7,5 x
10° 1/M-s o mas rapida. En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se puede unir a PD-1 humano
con una kasoc de aproximadamente 1 x 10 1/M-s o mas rapida.

Se desvela un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que compiten por un epitopo sobre PD-1 humano de union
con cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente y que se une a PD-1 humano con una Kdisoc de
aproximadamente 2 x 10° 1/s o0 mas lenta. En una realizacién, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se puede
unir a PD-1 humano con una kdisoc de aproximadamente 2,7 x 10° 1/s o mas lenta. En una realizacion, el anticuerpo
o fragmento de anticuerpo se puede unir a PD-1 humano con una kdsoc de aproximadamente 3 x 10 1/s o mas
lenta.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpo de la invencién son anticuerpos quiméricos
o fragmentos de anticuerpos quiméricos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpo de la invencién son anticuerpos humanos o
fragmentos de anticuerpos humanos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpo de la invencién son anticuerpos
humanizados o fragmentos de anticuerpos humanizados.

En algunas realizaciones, los fragmentos de anticuerpo son fragmentos de anticuerpo Fab, Fab', Fab'-SH, Fv, scFv o
F(ab"2.

En algunas realizaciones, los fragmentos de anticuerpo son diacuerpos.

Se desvelan anticuerpos biespecificos que comprenden uno cualquiera de los anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo descritos anteriormente que se unen a PD-1 humano.

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PD-1 aislados y los fragmentos de anticuerpo de la invencion
aumentan la activacion de linfocitos T medida gracias a medios tipicos conocidos por el experto en la materia
(incluyendo, pero sin limitacion, una mayor proliferacion de células inmunolégicas, una mayor secrecién de citocina o
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la expresion de marcadores de activacion tales como CD25 y/o CD69).

En cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion
puede potenciar la respuesta inmunitaria tras la estimulacion con Enterotoxina B de Staphylococcus o Toxoide
Tetanico ex vivo o0 in vivo. Se puede determinar la mayor activacién inmunitaria usando procedimientos conocidos
por el experto en la materia, por ejemplo, cuantificando la proliferaciéon de células inmunitarias (tales como linfocitos
T) o la produccién de citocinas por parte de las células inmunitarias (por ejemplo, la produccion de IFNy o IL-2 por
parte de los linfocitos T).

La invencion también comprende &cidos nucleicos que codifican los anticuerpos anti-PD-1 y los fragmentos de
anticuerpos de la invencién. Se incluyen en la invencidn acidos nucleicos que codifican una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos desveladas en las SEQ ID NO: 5y 6 (con o sin secuencias predominantes). También se
incluyen en la invencién acidos nucleicos que comprenden las SEQ ID NO: 1 y 2 (con o sin acidos nucleicos que
codifican las secuencias predominantes).

La invencion también comprende células y vectores de expresion que comprenden acidos nucleicos que codifican
los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpo de la invencion. Ademas, la invencién comprende un método para
producir un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invenciéon que comprende: (a) cultivar la célula hospedadora
que comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién en un medio
de cultivo en condiciones en las que se expresa la secuencia de &cido nucleico, produciendo de este modo
polipéptidos que comprenden las regiones variables de cadena ligera y pesada; y (b) recuperar los polipéptidos a
partir de la célula hospedadora o medio de cultivo.

La invencion también comprende composiciones que comprenden un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la
invencién en combinacion con un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencién también comprende un método para aumentar la actividad de células inmunitarias, que comprende
administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de la invencion. En una realizacion, se puede usar el método para tratar el cancer. En otra realizacion, se
puede usar el método para tratar una infeccién o enfermedad infecciosa. En otra realizacion, se puede usar el
método como adyuvante de vacunas. En algunas realizaciones, el método comprende ademas administrar un
segundo agente terapéutico o modalidad de tratamiento.

En algunas realizaciones, la invencién comprende un método para aumentar la actividad de una célula inmunitaria,
que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de la invencion y que comprende adicionalmente medir la activacion de los linfocitos T ex
vivo en una muestra procedente del sujeto, en el que un aumento en la actividad de los linfocitos T indica que se
debe continuar el tratamiento. En otras realizaciones, la invencion comprende un método para aumentar la actividad
de una célula inmunitaria, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién y que ademas comprende medir la activacion de
los linfocitos T ex vivo en una muestra procedente del sujeto, en el que un aumento de la actividad de los linfocitos T
predice la posibilidad de que el tratamiento resulte satisfactorio. En una realizacion, el aumento de la actividad de los
linfocitos T se determina mediante: (i) la medicién de la produccion inducida por SEB de una o0 mas citocinas
seleccionadas entre el grupo que consiste en IL-2; TNFa, IL-17, IFNy, GM-CSF, RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 e IL-13; 0
(i) la medicién de la produccion inducida por TT de una citocina seleccionada entre el grupo que consiste en: IL-2,
TNFa, IL-17, IFNy, GM-CSF, RANTES, IL-6, IL-8, IL-5 y IL-13.

La invencion también comprende el uso de un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de anticuerpo de la invencion
para la preparacion de un medicamento para aumentar la respuesta inmunitaria.

La invencion también comprende el uso de un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de anticuerpo de la invencion
para la preparacion de un medicamento para tratar el cancer.

La invencion también comprende el uso de un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de anticuerpo de la invencion
como adyuvante de vacuna.

Se desvela un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de anticuerpo de la
invencion, unido a un agente terapéutico tal como una toxina bacteriana o una radiotoxina. Los ejemplos no
limitantes de agentes citotoxicos incluyen taxol, citochalasina B, mitomicina, etopdsido y vincristina u otros
antimetabolitos, agentes alquilantes, antibidticos y antimitéticos.

La invencion también comprende un método para aumentar la actividad, o reducir la modulacién a la baja, de una
célula inmunitaria poniendo en contacto la célula inmunitaria con uno cualquiera de los anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo de la invencién. Este método se podria usar para tratar el cancer o enfermedades infecciosas (tales como
infecciones viricas cronicas) o se podria usar como adyuvante para una vacuna profilactica o terapéutica.
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La invencién también comprende un método para aumentar la respuesta inmunitaria a un antigeno, que comprende
poner en contacto una célula inmunitaria con un antigeno y un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de anticuerpo tal
como un aumento o potenciacién de la respuesta inmunitaria al antigeno. Este método se podria realizar in vivo (en
un sujeto) o ex vivo.

Un anticuerpo anti-PD-1 o fragmento de anticuerpo se puede combinar con un segundo agente terapéutico o
modalidad de tratamiento. En una realizacion, se puede combinar un anticuerpo anti-PD-1 o fragmento de anticuerpo
con tratamientos para el cancer que implican la aplicacion de citocinas o factores inmunitarios segregados
recombinantes. Los ejemplos no limitantes de las combinaciones incluyen combinar un anticuerpo anti-PD-1 con IL-2
recombinante o IFNa2 recombinante para el tratamiento del melanoma o el carcinoma de células renales. La IL-2
recombinante potencia la excrecencia de los linfocitos T en pacientes con cancer. El IFNa2 recombinante inhibe la
proliferacién celular de cancer pero también aumenta la expresién de los ligandos inhibidores para PD-1 en células
cancerigenas, células que presentan antigenos y otras células somaticas en los pacientes tratados. Se puede
combinar anti-PD-1 con otras citocinas que se podrian considerar Utiles para el tratamiento del cancer o
enfermedades infecciosas.

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PD-1 o fragmentos de anticuerpo se pueden combinar con una
vacuna para prevenir o tratar el cancer o una enfermedad infecciosa. Como ejemplo no limitante, se podria combinar
anti-PD-1 con una proteina, péptido o vacuna de ADN que contenga uno 0 mas antigenos que sean relevantes para
el cancer o infeccion objeto de tratamiento, o una vacuna que comprenda células dendriticas pulsadas con dicho
antigeno a). Otra realizacion incluye el uso de un anti-PD-1 con una célula cancerigena (atenuada) o vacunas viricas
completas. Una realizacién implica una combinacion de una terapia anti-PD-1 con una vacuna para el cancer de
células completas que se somete a estudio técnico para segregar GM-CSF.

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PD-1 o fragmentos de anticuerpo se pueden combinar con el
tratamiento que se considera el tratamiento de referencia del cancer o una enfermedad infecciosa. El fundamento
para dichas combinaciones es que la mayor activacién inmunitaria simultanea por medio de PD-1 induce o facilita la
respuesta clinica inicial al tratamiento de referencia, induce una respuesta clinica duradera y el control inmunitario a
largo plazo de la enfermedad.

En una realizacién, el tratamiento con anticuerpos anti-PD-1 o fragmentos de anticuerpo se puede combinar con
guimioterapia. La quimioterapia que usa agentes citotdxicos tiene como resultado la muerte de las células
cancerigenas aumentando la liberacion de antigenos tumorales. Dicha disponibilidad mayor de antigeno tumoral
puede dar como resultado la sinergia con el tratamiento anti-PD-1. Se proporciona un ejemplo no limitante por medio
del uso de dacarbazina o temozolomida para el tratamiento del melanoma y gemcitabina para el cancer de pancreas.

En una realizacidn, el tratamiento con anticuerpos anti-PD-1 o fragmentos de anticuerpo se puede combinar con
radioterapia. La radioterapia induce la muerte de las células cancerosas y aumenta la disponibilidad de antigenos
tumorales para la presentacion y activacion de células inmunitarias.

En otra realizacion, el tratamiento con anticuerpos anti-PD-1 o fragmentos de anticuerpo se puede combinar con
cirugia para retirar las células cancerosas de un sujeto.

En otras realizaciones, los anticuerpos anti-PD-1 o fragmentos de anticuerpos se pueden combinar con terapias que
pueden dar como resultado el bloqueo de PD-1 incluyendo agentes dirigidos usados para la privacion o inhibicion de
la angiogénesis o proteinas dirigidas activas en células tumorales, todo ello dando como resultado una muerte de
células tumorales potenciada y la disponibilidad de antigenos tumorales estimuladores inmunitarios. En combinacion
con un anticuerpo anti-PD-1 o fragmento de anticuerpo, una mayor activaciéon de linfocitos T puede dar como
resultado un control inmunitario duradero del cancer.

En algunas realizaciones se puede combinar un anticuerpo anti-PD-1 o fragmento de anticuerpo con otro anticuerpo
terapéutico Util para el tratamiento del cancer o una enfermedad infecciosa. Se proporciona un ejemplo no limitante
por medio de la combinacién de un anti-PD-1 con un anticuerpo que se dirige a Her2/neu o que se dirige al receptor
EGF. En otro ejemplo no limitante, se combina un anticuerpo PD-1 o un fragmento de anticuerpo con un tratamiento
dirigido a VEGF o a sus receptores. En otra realizacion, se combina un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de
anticuerpo con anti-CTLA-4. En otro ejemplo no limitante, se combina anti-PD-1 con un anticuerpo que se dirige a
RSV.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1A y 1B muestran los resultados de los experimentos que demuestran que los anticuerpos
inmovilizados a partir de sobrenadantes de hibridoma son capaces de reducir la secrecién de IL-2 por las células

Jurkat E6.2.11 estimuladas con anti-CD3 inmovilizado y anti-CD28 soluble.

La Figura 2 muestra el resultado de experimentos que demuestran que los anticuerpos frente a PD-1 humano se
unen a PD-1. La Figura 2A es un gréafico que muestra la unién dependiente de la dosis de anticuerpos anti-PD-1
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a PD-1/Fc purificado en ELISA de proteinas. La Figura 2B es un grafico que muestra la unién dependiente de la
dosis de anticuerpos anti-PD-1 a PD-1 expresados sobre la superficie de células CHO sometidas a transfeccion
con hPD-1 en un CELISA.

La Figura 3 muestra los resultados de los experimentos de FMAT que demuestran que los anticuerpos frente a
PD-1 compiten para unir PD-L1 y PD-L2 a células CHO sometidas a transfeccion con PD-1 humano. La Figura
3A es un grafico que muestra la inhibicion dependiente de la dosis de PD-L1 por hPD-1,08A y hPD-1,09A y en
menor medida por J116. La Figura 3B es un grafico que muestra la inhibicién dependiente de la dosis de PD-L2.

La Figura 4 es un grafico de barras que muestra los resultados de los experimentos que demuestran que se
potencia la produccion de IL-2 estimulada con SEB por medio de células sanguineas de donante sano en
presencia de anticuerpos anti-PD-1, anti-PD-L1 o anti-CTLA-4. Las barras muestran el nimero promedio de
veces de aumento de IL-2 para los donantes (+ ETM). Los nimeros debajo de cada barra indican el nimero de
donantes representados. El (m)lgG1l de raton es el control de isotipo para anti-PD-1,08A (08A), anti-PD-1,09A
(09A) y anti-PD-L1. El (m)IgG2a de raton es el control de isotipo para anti-CTLA-4. Se compara cada valor de IL-
2 con su propio control para determinar el cambio en nimero de veces (un cambio en nimero de veces de IL-2
que adopta un valor de 4 significa un aumento del 400 % en la produccién de IL-2 en comparacion con SEB
solo). Ninguno = SEB solo.

La Figura 5 muestra los resultados de los experimentos que demuestran que los anticuerpos anti-PD-1 favorecen
la proliferacién de linfocitos T y la secrecion de citocinas (IL-2 e IFNy) cuando se estimulan con el toxoide tetanico
de antigeno de recuerdo. La Figura 5 muestra la secrecion de IFNy dependiente de la concentracion.

La Figura 6 es un gréafico que muestra las tasas de Kasoc Y Kdisoc para anticuerpos anti-PD-1 medidas por medio de
interferometria de bio-luz. Las lineas diagonales indican los valores de Kp calculados tedricos. Los anticuerpos se
listan a la derecha por Ko en orden ascendente.

La Figura 7 es un grafico de barras de los resultados de los experimentos que demuestra que se aumenta la
produccién de IL-2 estimulada con SEB por células sanguineas de donantes sanos en presencia de 25 ug/ml de
anticuerpos anti-PD-1 murinos (091) o humanizados (h409A11, h409A16 y h409A17). Las barras muestran el
aumento promedio en namero de veces en IL-2 para los tres donantes (+ ETM). IgG1 de raton (m, del inglés
mouse) es el control de isotipo para anti-PD-1,09A (09A). IgG4 humano (h) es el control de isotipo para los
anticuerpos h409A11, h409A16 y h409A17. Se compara cada valor de IL-2 con su propio control para determinar
el cambio en nimero de veces. Ninguno = SEB solo.

Descripcion detallada de la invencion

Abreviaturas y definiciones

A lo largo de la descripcion detallada y los ejemplos de la invencion se usaran las siguientes abreviaturas:

hPD-1.08A  Anticuerpo anti-hPD-1 monoclonal murino

hPD-1.09A  Anticuerpo anti-hPD-1 monoclonal murino

08A-VH VH aislado a partir de hibridoma hPD-1.08A

08A-VK VK aislado a partir de hibridoma hPD-1.08A

09A-VH VH aislado a partir de hibridoma hPD-1.09A

09A-VK VK aislado a partir de hibridoma hPD-1.09A

Cc109A Version quimérica de IgG1 de anticuerpo hPD-1.09A

c109A-VH Cadena pesada quimérica, que consiste en 09A-VH murino fusionado con una regiéon constante de
IgG1

c109A-VK Cadena pesada quimérica, que consiste en 09A-VK murino fusionado con una regiéon constante
kappa

109A-H Secuencia de cadena pesada de IgG1 09A humanizado con cero retro mutaciones

409A-H Secuencia de cadena pesada de IgG4-09A humanizado con cero retro mutaciones FWR

KO9A-L-11 Secuencia 09A-kappa humanizada con armazoén que tiene originalmente una longitud de CDR1 de
11 AA

KO9A-L-16 Secuencia 09A-kappa humanizada con armazoén que tiene originalmente una longitud de CDR1 de
16 AA

KO9A-L-17 Secuencia 09A-kappa humanizada con armazoén que tiene originalmente una longitud de CDR1 de
17 AA

h409A11 Version de 1gG4 humanizada de anticuerpo 09A que comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de 409A-H y una cadena ligera que comprende la secuencia de KO9A-L-11

h409A16 Version de 1gG4 humanizada de anticuerpo 09A que comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de 409A-H y una cadena ligera que comprende la secuencia de KO9A-L-16

h409A17 Version de IgG4 humanizada de anticuerpo 09A que comprende una cadena pesada que

comprende la secuencia de 409A-H y una cadena ligera que comprende la secuencia de KO9A-L-17
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hPD-1 proteina PD-1 humanizada

CDR Regién determinante de la complementariedad en las regiones variables de inmunoglobulina,
definida usando el sistema de numeracion de Kabat

CE50 concentracion que tiene como resultado una union o eficacia del 50 %

ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

FW Region armazén de anticuerpo: las regiones variables de inmunoglobulina que excluyen las regiones
de CDR

HRP peroxidasa de rabano rusticano

IL-2 interleucina 2

IFN interferon

CI50 concentracion que tiene como resultado una inhibicién de 50 %

1gG Inmunoglobulina G

Kabat Una alineacion de inmunoglobulina y sistema de numeracion guiado por Elvin A Kabat

mAb anticuerpo monoclonal

MES Acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico

NHS Suero humano normal

PCR Reaccion en cadena de polimerasa

SAM Anticuerpo policlonal anti-ratén (IgG) de oveja

regiéon V El segmento de las cadenas de IgG que es variable en la secuencia entre los diferentes anticuerpos.
Se extiende hasta el resto 109 de Kabat en la cadena ligeray 113 en la cadena pesada

VH Region variable de cadena pesada de inmunoglobulina

VK Region variable de cadena ligera kappa de inmunoglobulina

"Anticuerpo"” se refiere a cualquier forma de anticuerpo que presenta la actividad biolégica deseada, tal como la
union inhibidora de un ligando a su receptor, o por medio de la sefializacién inducida por ligando inhibidor de un
receptor. De este modo, "anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio y especificamente abarca, pero sin limitarse a,
anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales y
anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos).

"Fragmento de anticuerpo” y "fragmento de unién a anticuerpo” significan fragmentos de unién a anticuerpo y
analogos de un anticuerpo, que normalmente incluyen al menos una parte de la uniéon de antigeno o regiones
variables (por ejemplo, una o0 mas CDR) del anticuerpo parental. Un fragmento de anticuerpo parental retiene al
menos parte de la especificidad de unién del anticuerpo parental. Normalmente, un fragmento de anticuerpo retiene
al menos el 10 % de la actividad de unién parental cuando se expresa la actividad en base molar. Preferentemente,
un fragmento de anticuerpo retiene al menos el 20 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 100 % o mas de la afinidad
de unién del anticuerpo por la diana. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen, pero sin limitarse a,
fragmentos Fab, Fab', F (ab")2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena individual;
por ejemplo, sc-Fv, unicuerpos (tecnologia de Genmab); nanocuerpos (tecnologia de Domantis); anticuerpos de
dominio (tecnologia de Ablynx); y anticuerpos multiespecificos formados partir de fragmentos de anticuerpo. Se
revisan las variantes de anticuerpos sometido a estudio técnico en Holliger y Hudson (2005) Nat. Biotechnol.
23:1126-1136.

Un "fragmento Fab" esta4 formado por una cadena ligera y las regiones variables Crvl de una cadena pesada. La
cadena pesada de la molécula de Fab no puede formar un enlace de disulfuro con otra molécula de cadena pesada.

Una region "Fc" contiene dos fragmentos de cadena pesada que comprenden los dominios Chl y Cn2 de un
anticuerpo. Los dos fragmentos de cadena pesada se mantienen juntos por medio de dos o mas enlaces de disulfuro
y por medio de interacciones hidr6fobas de los dominios CH3.

Un "fragmento Fab™ contiene una cadena ligera y una parte de una cadena pesada que contiene el dominio Vn y el
dominio Cxl y también la region entre los dominios Cxl y Ch2, de manera que se puede formar un enlace de
disulfuro intercatenario entre las dos cadenas pesadas de los dos fragmentos Fab' para formar una molécula F(ab")..

Un "fragmento F(ab')2" contiene dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que contienen una parte de la regién
constante entre los dominios Cnl y Cu2, de manera que se forma un enlace disulfuro intercatenario entre las dos
cadenas pesadas. De este modo, un fragmento F(ab'). estd formado por dos fragmentos Fab' que se mantienen
unidos por medio de un enlace disulfuro entre las dos cadenas pesadas.

La "region Fv' comprende las regiones variables de las cadenas tanto pesadas como ligeras, pero carece de
regiones constantes.

Un "anticuerpo Fv de cadena individual" (o "anticuerpo scFv") se refiere a fragmentos de anticuerpo que comprenden
los dominios Vi y VL de un anticuerpo, en el que estos dominios estan presentes en una cadena de polipéptido
individual. De manera general, el polipéptido Fv comprende adicionalmente un enlazador de polipéptido entre los
dominios Vu 'y VL que permite que scFv forme la estructura deseada para la union del antigeno. Para una revision de
scFv, véase Pluckthun (1994) THE PHARMACOLOGY OF MONCLONAL ANTIBODIES, vol. 113, Rosenburg y
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Moore eds. Springer-Verlag, Nueva York, pags. 269-315. Véase también, la publicacion de solicitud de patente
internacional N.° WO 88/01649 y las patentes de los EE.UU. N.° 4.946.778 y 5.260.203.

Un "diacuerpo” es un fragmento de anticuerpo pequefio con dos sitios de unién a antigeno. El fragmento comprende
un dominio (Vw) variable de cadena pesada conectado a un dominio (VL) variable de cadena ligera en la misma
cadena de polipéptido (Vu-VL 0 Vi-Vh). Por medio del uso de un enlazador que sea demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios de la misma cadena, se fuerza que los dominios se emparejen con los
dominios complementarios de otra cadena y creen dos sitios de unién a antigeno. Los diacuerpos se describen mas
en detalle, por ejemplo, en los documentos EP 404.097; WO 93/11161 y Holliger et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:6444-6448.

Un "fragmento de anticuerpo de dominio" es un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional que
contiene Unicamente la region variable de una cadena pesada o la region variable de una cadena ligera. En algunos
casos, se unen covalentemente dos o més regiones Vu con un enlazador de péptido para crear un fragmento de
anticuerpo de dominio bivalente. Las dos regiones Vu de un fragmento de anticuerpo de dominio bivalente se
pueden dirigir a antigenos iguales o diferentes.

Un fragmento de anticuerpo de la invencion puede comprender una parte suficiente de la regiéon constante para
permitir la dimerizacion (o multimerizacion) de cadenas ligeras que se presentan capacidad reducida de enlace
disulfuro, por ejemplo cuando se altera al menos una de las cisteinas de bisagra que normalmente se ven implicadas
en el enlace disulfuro entre cadenas pesadas, como se describe en la presente memoria. En otra realizacién, un
fragmento de anticuerpo, por ejemplo, uno que comprenda la region Fc, conserva al menos una de las funciones
biolégicas que normalmente se asocian a la regién Fc cuando se encuentra presente en un anticuerpo intacto, tal
como la unién de FcRn, la modulacién de la vida media del anticuerpo, la funcién ADCC y/o la unién al complemento
(por ejemplo, cuando el anticuerpo tiene un perfil de glucosilacion necesario para la funcion ADCC o la unién de
complementos).

El término anticuerpo "quimérico” se refiere a anticuerpos en los cuales una parte de la cadena pesada y/o ligera es
idéntica a u homéloga a las secuencias correspondientes de anticuerpos procedentes de una especie particular o
gue pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo particular, mientras que el resto de la o las cadenas es idéntico
a u homologo a las secuencias correspondientes de anticuerpos procedentes de otras especies o que pertenecen a
otra clase o subclase de anticuerpo, asi como también fragmentos de dichos anticuerpos, con tal de que presenten
la actividad bioldgica deseada (Véase, por ejemplo, la patente de los EE.UU. N.° 4.816.567 y Morrison et al. 1984,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855).

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una secuencia minima procedente de una inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los
anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpos de receptor) en las cuales se sustituyen los
restos procedentes de una region hipervariable del receptor por restos procedentes de una regién hipervariable de
una especie no humana (anticuerpo donante) tal como un ratén, rata, conejo o primate no humano que tiene la
especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los restos de la Regién armazén (FR) de la
inmunoglobulina humana se sustituyen por los correspondientes restos no humanos. Ademas, los anticuerpos
humanizados pueden comprender restos que no se encuentran en el anticuerpo de receptor y anticuerpo de
donante. Estas modificaciones se realizan para refinar adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, el
anticuerpo humanizado, comprendera sustancialmente todo de al menos uno y normalmente dos dominios variables,
en los cuales todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina
humana y todas o sustancialmente todas las regiones de FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana.
Opcionalmente, el anticuerpo humanizado también comprende al menos una parte de una regiéon (Fc) constante de
inmunoglobulina, normalmente la de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles, véase Jones et al., Nature
321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596
(1992).

La expresion "region hipervariable”, como se usa en el presente documento, se refiere a restos de aminoacido de un
anticuerpo que son responsables de la unién del antigeno. La regién hipervariable comprende restos de aminoacido
procedentes de una "regién determinante de la complementariedad" o "CDR", definida por la alineacion de
secuencias, por ejemplo restos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) del dominio variable de cadena ligera y 31-35
(H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) del dominio variable de cadena pesada; véase Kabat et al., 1991, Sequences of
proteins of Immunological Interest, 52 ed. Public Health Services, National Institutes of Health, Bethesda, Md. y/o los
restos procedentes de un "bucle hipervariable" (HVL), como se definen estructuralmente, por ejemplo, restos 26-32
(L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el
dominio variable de cadena pesada; véase Chothia y Leskl, 1987, J. Mol. Biol. 196:901-917. Los restos de "armazo6n”
o "FR" son los restos de dominio variable diferentes de los restos de regién hipervariable que se definen en el
presente documento.

Un "anticuerpo humano" es un anticuerpo que posee una secuencia de aminoacidos que corresponde a la de un
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anticuerpo producido por un humano y/o que se ha generado usando cualesquiera de las técnicas para la
preparacion de anticuerpos humanos como se describe en el presente documento. Esta definicion excluye
especificamente un anticuerpo humanizado que comprende restos de unién a antigeno no humanos.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente de su
ambiente natural. Los componentes contaminantes de su ambiente natural son materiales que interferirian con los
usos de diagnéstico y terapéuticos del anticuerpo y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinicos y
no proteinicos. En algunas realizaciones, el anticuerpo se purifica (1) hasta mas del 95 % en peso del anticuerpo,
como viene determinado por medio del método de Lowry y mucho mas preferentemente mas del 99 % en peso, (2)
hasta un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de secuencia de aminoacidos internos o N-terminales por
medio del uso de un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta homogeneidad por medio de SDS-PAGE usando
condiciones reductoras y no reductoras empleando azul de Coomassie o, preferentemente, tinte de plata. El
anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ con células recombinantes ya que al menos un componente del
ambiente natural del anticuerpo no esta presente. Sin embargo, habitualmente, se puede preparar el anticuerpo
aislado por medio de al menos una etapa de purificacion.

Un molécula de acido nucleico "aislada" es una molécula de acido nucleico que se identifica y se separa de al menos
una molécula contaminante de acido nucleico que comidnmente se asocia a la fuente natural de acido nucleico del
anticuerpo. La molécula de acido nucleico aislada es diferente de la forma o configuracion en la cual se encuentra en
la naturaleza. Por tanto, las moléculas de acido nucleico aisladas se distinguen de la molécula de acido nucleico tal y
como existe en las células naturales. Sin embargo, una molécula de acido nucleico aislada incluye una molécula de
acido nucleico presente en las células que expresan habitualmente el anticuerpo en las que, por ejemplo, la
molécula de acido nucleico se encuentra en una posicion cromosémica diferente de la de las células naturales.

La expresion "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos exceptuando las posibles mutaciones de origen natural que pueden estar
presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, dirigiéndose contra un
sitio antigénico individual. Ademas, al contrario que las preparaciones de anticuerpo convencionales (policlonales)
gue normalmente incluyen anticuerpos diferentes dirigidos contra determinantes diferentes (epitopos), cada
anticuerpo monoclonal se dirige contra un determinante individual del antigeno. EI modificador "monoclonal” indica el
caracter del anticuerpo que se obtiene a partir de la poblacion de anticuerpos sustancialmente homogénea y no se
interpreta como que requieren la produccion del anticuerpo por medio de cualquier método particular. Por ejemplo,
se pueden preparar los anticuerpos monoclonales a usar de acuerdo con la presente invencién por medio del
método de hibridoma descrito por primera vez por Kohler et al., 1975, Nature 256: 495 o se puede preparar por
medio de métodos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la patente de los EE.UU. N.° 4.816.567). Los
"anticuerpos monoclonales" también se pueden aislar a partir de bibliotecas de anticuerpos de bacteriéfagos usando
técnicas descritas en Clackson et al., 1991, Nature 352: 624-628 y Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222: 581-597, por
ejemplo. De manera especifica, los anticuerpos monoclonales del presente documento incluyen anticuerpos
"quiméricos".

Como se usa en el presente documento, la expresién "células inmunitarias" incluye células que son de origen
hematopoyético y que desempefian un papel en la respuesta inmunitaria. Las células inmunitarias incluyen linfocitos,
tales como células B y linfocitos T; linfocitos citoliticos naturales, células mieloides, tales como monocitos,
macréfagos, eosindfilos, mastocitos, basofilos y granulocitos.

Como se usa en el presente documento, un "inmunoconjugado” se refiere a un anticuerpo anti-PD-1, o uno de sus
fragmentos, conjugado a un resto terapéutico, tal como una toxina bacteriana, un farmaco citotéxico o una
radiotoxina. Se pueden conjugar los restos téxicos a anticuerpos de la invencion usando métodos disponibles en la
técnica.

En el presente documento, se usan los siguientes cédigos de ambigliedad de acido nucleico: R=A0G;Y=CoT,;
M=A0oC;K=GoT;S=GoC,yW=Ao0T.

Como se usa en el presente documento, una "variante" de secuencia se refiere a una secuencia que difiere de la
secuencia divulgada en uno o mas restos de aminoacido pero que conserva la actividad biolégica de la molécula
resultante.

"Variantes modificadas de forma conservativa" o "sustituciéon de aminoacido conservativa" se refieren a sustituciones
de aminoacidos que son conocidas por los expertos en la materia y que, generalmente, se puede realizar sin alterar
la actividad biolégica de la molécula resultante. Los expertos en la materia reconoceran que, en general, las
sustituciones de un solo aminoacido en regiones no esenciales de un polipéptido no alteran sustancialmente la
actividad biol6gica (véase, por ejemplo, Watson et al., Molecular Biology of the Gene, The Benjamin/Cummings Pub.
Co., p. 224 (42 edicion 1987)). Preferentemente, dichas sustituciones de ejemplo se preparan de acuerdo con lo que
se explica a continuacion:
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Sustituciones de Aminoacido Conservativas de ejemplo

Resto Original Sustitucién conservativa
Ala (A) Gly; Ser
Arg (R) Lys, His
Asn (N) Gln; His
Asp (D) Glu; Asn
Cys (C) Ser; Ala
Gln (Q) Asn
Glu (E) Asp; Gin
Gly (G) Ala
His (H) Asn; Gin
lle (1) Leu; Val
Leu (L) lle; Val
Lys (K) Arg; His
Met (M) Phe (F) Leu; lle; Tyr Tyr; Met; Leu
Pro (P) Ala
Ser (S) Thr
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr; Phe
Tyr (Y) Trp; Phe
Val (V) lle; Leu

Como se usa en el presente documento, "% de identidad" entre dos secuencias se refiere a una funcién del nimero
de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de homologia = n.° de posiciones idénticas/n.°
de posiciones totales x 100), teniendo en cuenta el nimero de huecos y la longitud de cada hueco, que es necesario
introducir para la alineacién 6ptima de las dos secuencias. La comparacion de las secuencias y la determinacién del
porcentaje de identidad entre las dos secuencias se pueden conseguir usando un algoritmo matematico. Por
ejemplo, el porcentaje de identidad entre las dos secuencias de aminoacido se puede determinar usando el
algoritmo de E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4:11-17 (1988)) que se ha incorporado al programa ALIGN
(verion 2.0) usando una tabla de restos de peso PAM120, una penalizaciéon de longitud de hueco de 12 y una
penalizacién de hueco de 4. Ademas, se puede determinar el porcentaje de identidad entre las dos secuencias de
aminoéacidos usando un algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970)) que se ha incorporado
en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en www.gcg.com), bien usando una matriz Blossum
62 o bien usando una matriz PAM250 y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y una longitud de hueco de 1, 2,
3,4,506.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" se refiere a un valor que se encuentra dentro
del intervalo de error aceptable para el valor particular, determinado por el experto habitual en la técnica. Por
ejemplo, "aproximadamente" puede significar 1 o mas de 1 desviacion tipica para la practica de la técnica. Como
alternativa, "aproximadamente" o "comprende esencialmente" puede significar un intervalo de hasta el 20 %.
Ademas, en particular con respecto a los sistemas biolégicos o procesos, los términos pueden significar hasta un
orden de magnitud o hasta 5 veces un valor. Cuando se proporcionan valores particulares en la solicitud y en las
reivindicaciones, a menos que se afirme lo contrario, se deberia asumir que el significado de "aproximadamente" o
"comprende esencialmente" se encuentra dentro de un intervalo de error aceptable para ese valor particular.

Se une "especificamente”, cuando se hace referencia a un ligando/receptor, anticuerpo/antigeno u otro par de union,
indica una reaccién de unién que es determinante de la presencia de la proteina, por ejemplo, PD-1, en una
poblacién heterogénea de proteinas y/u otras sustancias bioldgicas. De este modo, en las condiciones designadas,
un ligando/antigeno especificado se une a un receptor/anticuerpo particular y no se une a una cantidad significativa
de otras proteinas presentes en la muestra.

"Administracion" y "tratamiento”, segun se aplique a un animal, humano, sujeto experimental, célula, tejido, érgano o
fluido bioldgico, se refiere a la puesta en contacto de una sustancia farmacéutica exégena, sustancia terapéutica,
agente diagnostico o composiciéon para el animal, humano, sujeto, células, tejido, 6érgano o fluido biolégico.
"Administracion” y "tratamiento" puede hacer referencia, por ejemplo, a métodos terapéuticos, farmacocinéticos,
diagndsticos, de investigacion y experimentales. El tratamiento de una célula abarca poner en contacto un reactivo
con la célula, asi como también poner en contacto el reactivo con un fluido, en el que el fluido esta en contacto con
la célula. "Administracion” y "tratamiento” también significan tratamientos in vitro y ex vivo, por ejemplo, de una
célula, por medio de un reactivo, diagnostico, composicion de unién o por medio de otra célula.

"Cantidad eficaz" abarca una cantidad suficiente para aliviar o prevenir un sintoma o signo de la condicién médica.
Cantidad eficaz también significa una cantidad suficiente para permitir o facilitar la diagnosis. Una cantidad eficaz
para un sujeto particular puede variar dependido de factores tales como la enfermedad objeto de tratamiento, la
salud global del paciente, la via del método y la dosis de administracion y la gravedad de los efectos secundarios.
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Una cantidad eficaz puede ser la dosis maxima o protocolo de dosificacion que evite los efectos secundarios
significativos o efectos toxicos. El efecto tiene como resultado una mejora de la medicion de diagnéstico o el
parametro en al menos 5 %, por lo general al menos el 10 %, mas por lo general al menos el 20 %, mucho mas por
lo general al menos el 30 %, preferentemente al menos el 40 %, mas preferentemente al menos el 50 %, mucho mas
preferentemente al menos el 60 %, de manera ideal al menos el 70 %, de manera mas ideal al menos el 80 % y de
manera mucho mas ideal al menos el 90 %, en el que 100 % se define como el parametro de diagnostico mostrado
por un sujeto normal (véase, por ejemplo, Maynard et al. (1996) A Handbook of SOPs for Good Clinical Practice,
Interpham Press, Boca Ratén, FL; Dent (2001) Good Laboratory and Good Clinical Practice, Urch Publ., Londres,
Reino Unido).

Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos monoclonales para PD-1 se pueden preparar de acuerdo con el conocimiento y la experiencia en la
técnica para inyectar un antigeno de PD-1 a sujetos de ensayo y posteriormente aislar hibridomas que expresan
anticuerpos que tienen las secuencias o las caracteristicas funcionales deseadas.

El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se aisla facilmente y se somete a secuenciacion usando
procedimientos convencionales (por ejemplo, por medio del uso de sondas de oligonucleétidos que son capaces de
unirse especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos monoclonales). Las
células de hibridoma sirven como fuente preferida de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en
vectores de expresion, que posteriormente se someten a transfeccion en el interior de células hospedadoras tales
como células de E. coli, células de COS de simio, células de ovario de hamster chino (CHO) o células de mieloma
gue, de otro modo, no producen proteina de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales
en las células hospedadoras recombinantes. A continuacion, se describe la produccidon recombinante de anticuerpos
con mas detalle.

En otra realizacion, se pueden aislar los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos a partir de bibliotecas de
bacteriéfagos de anticuerpos generadas usando las técnicas descritas en McCafferty et al., 1990 Nature, 348:552-
554. Clackson et al., 1991, Nature, 352:624-628 y Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222: 581-597 describen el
aislamiento de anticuerpos murinos y humanos, respectivamente, usando bibliotecas de bacteriéfagos. Las
publicaciones posteriores describen la produccion de anticuerpos humanos de alta afinidad (intervalo de nM) por
medio del intercambio de cadenas (Marks et al., 1992, Bio/Technology, 10: 779-783) asi como también la infeccién
combinatoria y la recombinacion in vivo como estrategia para la construccion de bibliotecas de bacteri6fagos muy
grandes (Waterhouse et al., 1993, Nuc. Acids. Res. 21: 2265-2266). De este modo, estas técnicas son alternativas
viables a las técnicas tradicionales de hibridoma de anticuerpo monoclonal para el aislamiento de anticuerpos
monoclonales.

Anticuerpos Hibridos

El ADN de anticuerpo también se puede modificar, por ejemplo, por medio de sustitucion de la secuencia de
codificacién para los dominios constantes humanos de cadena pesada y cadena ligera en lugar de las secuencias
murinas homoélogas (patente de los EE.UU. N.° 4.816.567; Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acada. Sci. USA,
81:6851) o por medio de unidn covalente a la secuencia de codificacion de inmunoglobulina de todo o parte de la
secuencia de codificacion para el material que no es de inmunoglobulina (por ejemplo, dominios de proteina).
Normalmente, dicho material que no es de inmunoglobulina esta sustituido por los dominios constantes de un
anticuerpo, o esta sustituido por los dominios variables de un sitio de combinacién de antigeno de un anticuerpo para
crear un anticuerpo bivalente hibrido que comprende un sitio de combinacion de antigeno que tiene especificidad por
un antigeno y otro sitio de combinacién de antigeno que tiene especificidad por un antigeno diferente.

Anticuerpos Humanos y Humanizados

Un anticuerpo humanizado tiene uno o0 mas restos de aminoacidos de una fuente que no es humana. Los restos de
aminoacidos no humanos, con frecuencia, se denominan restos de "importaciéon" y normalmente se toman de un
dominio variable de "importacion”. La humanizacion se puede realizar generalmente siguiendo el método de Winter y
colaboradores (Jones et al., 1986, Nature, 321:522.525; Riechmann et al., 1988, Nature, 332: 323-327; Verhoeyen et
al., 1988, Science 239; 1534-1536) por medio de sustitucion de las correspondientes secuencias de un anticuerpo
humano por secuencias de CDR o CDR de roedor. Por consiguiente, dichos anticuerpos "humanizados" son
anticuerpos quiméricos (patente de los EE.UU. N.° 4.816.567) en los que sustancialmente menos de un dominio
variable intacto se ha sustituido por la correspondiente secuencia procedente de una especie no humana. En la
practica, los anticuerpos humanizados son normalmente anticuerpos humanos en los cuales se sustituyen algunos
restos de CDR y posiblemente algunos restos de FR por restos procedentes de sitios analogos en anticuerpos no
humanos, por ejemplo, de roedor.

La eleccion de los dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, que se usan en la preparacion de los

anticuerpos humanizados es muy importante para reducir el caracter antigénico. De acuerdo con el denominado
método del "mejor ajuste”, se contrasta la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor frente a una
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biblioteca completa de secuencias conocidas de dominio variable humano. A continuacién, se acepta la secuencia
humana que se encuentra mas préxima a la del roedor como los armazones humanos (FR) para el anticuerpo
humanizado (Sims et al., 1987, J. Immunol. 151: 2296; Chothia et al., 1987, J. Mol. Biol. 196:901). Otro método usa
un armazon particular procedente de las secuencia de consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo
particular de cadenas ligeras o pesadas. Se puede usar el mismo armazoén para varios anticuerpos humanizados
diferentes (Carter et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285; Presta et al., 1993, J. Immunol. 151:2623).

También es importante que los anticuerpos se humanicen con retencion de la elevada afinidad por el antigeno y
otras propiedades bioldgicas favorables. Para lograr este objetivo, de acuerdo con un método preferido, se preparan
anticuerpos humanizados por medio de un proceso de andlisis de secuencias parentales y varios productos
humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de secuencias parentales y humanizadas. Los
modelos de inmunoglobulina tridimensionales se encuentran habitualmente disponibles y resultan familiares para los
expertos en la materia. Los programas de ordenador se encuentran disponibles e ilustran y muestran estructuras
conformacionales tridimensionales probables de secuencias candidatas de inmunoglobulina seleccionadas. La
inspeccion de estas representaciones permite el analisis del posible papel de los restos en el funcionamiento de la
secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el andlisis de los restos que influyen en la capacidad de la
inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De este modo, se pueden escoger los restos de FR y se
pueden combinar a partir de secuencias de receptor y de importacion de manera que se obtengan las caracteristicas
de anticuerpo deseadas, tales como mayor afinidad por el o los antigenos diana. En general, los restos de CDR
estan implicados directa y sustancialmente en influir en la unién de antigeno.

La humanizacién de anticuerpos es una tarea sencilla de ingenieria de proteinas. Se pueden humanizar casi todos
los anticuerpos murinos por medio del injerto de CDR, dando lugar a la retencion de la unién de antigeno. Véase, Lo,
Benny, K.C., editor, en Antibody Engineering: Methods and Protocols, volumen 248, Humana press, Nueva Jersey,
2004.

Como alternativa, ahora resulta posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que sean capaces,
tras la inmunizacion, de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de la produccion de
inmunoglobulina endégena. Por ejemplo, se ha descrito que la eliminacién homocigotica del gen de la regién de
unién de cadena pesada de anticuerpo (JH) en ratones quiméricos y mutantes de linea germinal da como resultado
la inhibicion completa de la producciéon de anticuerpos enddgenos. La transferencia de la serie de genes de
inmunoglobulina de linea germinal humana en dichos ratones de mutantes de linea germinal tiene como resultado la
produccién de anticuerpos humanos tras la prueba de antigenos. Véase, por ejemplo, Jakobovits et al., 1993, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551; Jakobovits et al., 1993, Nature 362: 255-258; Bruggermann et al., 1993, Year in
Immunology 7: 33; y Duchosal et al., 1992, Nature 355: 258. Los anticuerpos humanos también pueden proceder de
bibliotecas de presentacion de bacteriéfagos (Hoogenboom et al., 1991, J. Mol. Biol. 227: 381; Marks et al., J. Mol.
Biol. 1991, 222: 581-597; Vaughan et al., 1996, Nature Biotech 14: 309).

Purificacion de Anticuerpos

Cuando se usan técnicas recombinantes, se puede producir el anticuerpo por via intracelular, en el espacio
periplasmico, o se puede segregar directamente en el medio. Si se produce el anticuerpo por via intracelular, como
primera etapa, se retira el residuo en forma de particulas, ya sean células de hospedador o fragmentos sometidos a
lisis, por ejemplo, por medio de centrifugacion o ultrafiltraciéon. Carter et al., 1992, Bio/Technology 10: 163-167
describen un procedimiento para aislar anticuerpos que son segregados al espacio periplasmico de E. Coli.
Brevemente, se descongela la pasta celular en presencia de acetato de sodio (pH 3,5), EDTA y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante aproximadamente 30 minutos. Se pueden retirar los residuos celulares por medio
de centrifugacion. Cuando se segrega el anticuerpo en el interior del medio, generalmente en primer lugar se
concentran los sobrenadantes de dichos sistemas de expresion usando un filtro de concentracion de proteinas
disponible en el mercado, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion de Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir
un inhibidor de proteasa tal como PMSF en cualquiera de las etapas anteriores para inhibir la proteolisis y se pueden
incluir antibiéticos para evitar la proliferacién de contaminantes adventicios.

Se puede purificar la composicién de anticuerpos preparada a partir de las células usando, por ejemplo,
cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis de gel, didlisis y cromatografia de afinidad, prefiriéndose la
cromatografia de afinidad como técnica de purificacion. La adecuacion de la proteina A como ligando de afinidad
depende de las especies e isotipo de cualquier region Fc de inmunoglobulina que esté presente en el anticuerpo. Se
puede usar la proteina A para purificar anticuerpos a base de cadenas pesadas gamma 1, gamma 2 0 gamma 4
humanas (Lindmark et al., 1983, J. Immunol. Meth. 62: 1-13). Se recomienda la proteina G para todos los isotipos de
raton y para gamma 3 humana (Guss et al., 1986, EMBO J 5: 1567-1575). Con la mayor frecuencia, la matriz a la
cual se une el ligando de afinidad es agarosa, pero otras matrices se encuentran disponibles. Las matrices
mecanicamente estables tales como vidrio de poro controlado o poli(estirendivinil)benceno permiten caudales mas
rapidos y tiempos de procesamiento mas cortos de los que se pueden conseguir con agarosa. Cuando el anticuerpo
comprende un dominio CH3, la resina Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) resulta Gtil para la
purificacién. Otras técnicas para purificacion de proteinas tales como separacion en columna de intercambio i6nico,
precipitacion de etanol, HPLC de fase reversa, cromatografia sobre silice, cromatografia sobre heparina,
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cromatografia SEPHAROSETM sobre una resina de intercambio aniénico o cationico (tal como una columna de
acido poliaspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE y precipitacion de sulfato de amonio también se encuentran
disponibles, dependiendo del anticuerpo que se vaya a recuperar.

En una realizacién, se puede purificar la glucoproteina usando adsorcion sobre un sustrato de lecitina (por ejemplo,
una columna de afinidad de lecitina) para retirar la glucoproteina que contiene fucosa de la preparacion y, de este
modo, enriquecer la glucoproteina que no contiene fucosa.

Formulaciones Farmacéuticas

La invencion comprende formulaciones farmacéuticas de un anticuerpo PD-1 o fragmento de anticuerpo de la
invencion. Para preparar composiciones farmacéuticas o estériles, se mezcla el anticuerpo o su fragmento con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable o excipiente, véase, por ejemplo Remington’s Pharmaceutical Services y U.S
Pharmacopeia: National Formulary, Mack Publishing Company, Easton, PA (1984). Se pueden preparar
formulaciones de agentes terapéuticos y diagnosticos por medio de la mezcla con vehiculos fisioldgicamente
aceptables, excipientes, o estabilizantes en forma de, por ejemplo, polvos liofilizados, suspensiones, soluciones
acuosas 0 suspensiones (véase, por ejemplo, Hardman et al. (2001) Goodman and Gilman’s The Pharmacological
Basis of Therapeutics, McGraw-Hill, Nueva York, NY; Gennaro (2000) Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, Lippincott, Williams, and Wilkins, Nueva York, NY; Avis, et al. (eds.) (1993) Pharmaceutical Dosage
Forms: Parenteral Medications, Marcel Dekker, NY; Lieberman et al. (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms:
Tablets, Marcel Dekker, NY; Lieberman, et al. (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems,
Marcel Dekker, NY; Weiner y Kotkoskie (2000) Excipient Toxicity and Safety; Marcel Dekker, Inc., Nueva York, NY).

Se puede determinar la toxicidad y la eficacia terapéutica de las composiciones de anticuerpos, administradas solas
0 en combinacién con un agente inmunosupresor, por medio de procedimientos analiticos convencionales en
cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar los valores de DLso (dosis letal para el
50 % de la poblacion) y DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacién). La proporcién de dosis
entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y se puede expresar como la proporcién entre DLso y
DEso. Los datos obtenidos a partir de estos ensayos de cultivos celulares y estudios con animales se pueden usar
para formular un intervalo de dosificacion para su uso en humanos. Preferentemente, la dosificacion de dichos
compuestos se encuentra dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen el DEso con escasa 0
nula toxicidad. La dosificacién puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién
empleada y de la ruta de administracion utilizada.

Las vias de administracion adecuadas incluyen administracion parenteral, tal como intramuscular, intravenosa o
administracion subcutanea y administracién oral. La administracién del anticuerpo usado en la composicion
farmacéutica o para la practica del método de la presente invencion se puede realizar en diversas formas
convencionales, tales como ingestién oral, inhalacién, aplicaciéon toépica o cutanea, subcutanea, intraperitoneal,
parenteral, intraarterial o inyeccion intravenosa. En una realizacion, el compuesto de unién de la invencién se
administra por via intravenosa. En otra realizacion, el compuesto de unién de la invencidon se administra por via
subcuténea.

Como alternativa, es posible administrar el anticuerpo de forma local en lugar de sistémica, por ejemplo, por medio
de inyeccion del anticuerpo directamente en el sitio de accién, con frecuencia en una formulacion de liberacién
prolongada o retardada. Ademas, se puede administrar el anticuerpo en un sistema de entrega de farmaco dirigido.

Se encuentran disponibles directrices para la eleccion apropiada de las dosis de anticuerpos, citocinas y moléculas
pequefias (véase, por ejemplo, Wawrzynczak (1996) Antibody Therapy, Bios Scientific Pub. Ltd., Oxfordshire, Reino
Unido; Kresina (ed.) (1991) Monoclonal Antibodies Cytokines and Arthritis, Marcel Dekker, Nueva York, NY; Bach
(ed) (1993) Monoclonal Antibodies and Peptide Therapy in Autoimmune Diseases, Marcel Dekker, Nueva York, NY;
Baert, et al. (2003) New Engl. J. Med. 348:601-608; Milgrom et al. (1999) New Engl. J. Med. 341:1966-1973; Slamon
et al. (2001) New Engl. J. Med. 344: 783-792; Beniaminovitz et al. (2000) New Eng. J. Med. 342: 613-619; Gosh et
al. (2003) New Engl. J. Med. 348: 24-32; Lipsky et al. (2000) New Engl. J. Med. 343: 1594-1602).

La determinacién de la dosis apropiada se realiza por parte del médico, por ejemplo, usando parametros o factores
conocidos o presuntamente conocidos en la técnica que influyen en el tratamiento o que se predice que influyen en
el tratamiento. De manera general, la dosis comienza con una cantidad bastante menor que la dosis 6ptima y se
aumenta por medio de pequefios incrementos posteriormente hasta lograr el efecto deseado u 6ptimo con o sin
ningun efecto secundario negativo. Las mediciones diagnésticas importantes incluyen las de sintomas de, por
ejemplo, inflamacion o nivel de citocinas inflamatorias producidas.

Se pueden proporcionar los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo y citocinas por medio de infusion continua, o por
medio de dosis a intervalos de, por ejemplo, una semana, o 1-7 veces por semana. Las dosis se pueden
proporcionar por via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, cutanea, topica, oral, nasal, rectal, intramuscular,
intracerebral, intraespinal o por medio de inhalaciéon. Un protocolo preferido es el que implica la dosis maxima o
frecuencia de dosis que evita efectos secundarios no deseados. Generalmente, la dosis semanal es de al menos
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0,05 pg/kg de peso corporal, mas generalmente de al menos 0,2 ug/kg, mucho mas generalmente de 0,5 pg/kg,
normalmente de al menos 1 ug/kg, mas normalmente de al menos 10 pg/kg, mucho mas normalmente de al menos
100 pg/kg, preferentemente de al menos 0,2 mg/kg, mas preferentemente de al menos 1,0 mg/kg, mucho mas
preferentemente de al menos 2,0 mg/kg, de manera 6ptima de al menos 10 mg/kg, de manera mas Optima de al
menos 25 mg/kg y de manera mucha mas éptima de al menos 50 mg/kg (véase, por ejemplo, Yang et al. (2003) New
Engl. J. Med. 349: 427-434; Herold et al. (2002) New Eng. J. Med. 346: 1692-1698; Liu et al. (1999) J. Neurol.
Neurosurg. Psych. 67: 451-456; Portielji et al. (2003) Cancer Immunol. Immunother. 52: 133-144). La dosis deseada
de una sustancia terapéutica de molécula pequefia, por ejemplo, un péptido mimético, producto natural o sustancia
guimica organica, es aproximadamente la misma que para un anticuerpo o polipéptido, sobra la base de moles/kg.

Como se usa en el presente documento, "inhibir" o "tratar" o "tratamiento" incluyen posponer el desarrollo de los
sintomas asociados a la enfermedad y/o una reduccién de la gravedad de dichos sintomas que se desarrollan, o se
espera que se desarrollen, con la citada enfermedad. Los términos ademas incluyen aliviar los sintomas existentes,
evitar sintomas adicionales y aliviar o evitar las causas subyacentes de dichos sintomas. De este modo, los términos
indican que se confiere un resultado beneficioso a un sujeto vertebrado con una enfermedad.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad eficaz" se
refiere a una cantidad de un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento del mismo, que cuando se administra solo o en
combinacién con un agente terapéutico adicional a una célula, tejido o sujeto, resulta eficaz para evitar o aliviar la
enfermedad o el trastorno que se trata. Una dosis terapéuticamente eficaz hace referencia a esa cantidad del
compuesto suficiente para dar como resultado un alivio de los sintomas, por ejemplo, tratamiento, curacion,
prevencion o alivio del trastorno medico relevante, o un aumento de la tasa de tratamiento, curacién, prevencion o
alivio de dicho trastorno. Cuando se aplica a un principio activo individual administrado solo, una dosis
terapéuticamente eficaz se refiere a ese ingrediente solo. Cuando se aplica a una combinacién, una dosis
terapéuticamente eficaz se refiere a cantidades combinadas de principios activos que dan como resultado el efecto
terapéutico, cuando se administran en combinacién, en serie o simultaneamente. Normalmente, una cantidad eficaz
de producto terapéutico disminuye los sintomas normalmente en al menos el 10 %; por lo general en al menos el
20 %; preferentemente en al menos el aproximadamente 30 %; mas preferentemente en al menos el 40 % y mucho
mas preferentemente en al menos el 50 %.

Los métodos para la coadministracién o tratamiento con un segundo agente terapéutico se conocen bien en la
técnica, véase, por ejemplo, Hardman et al. (eds.) (2001) Goodman y Gilman’s The Pharmacological Basis of
Therapeutics, 102 ed., McGraw-Hill, Nueva York, NY; Poole and Peterson (eds) (2001) Pharmacotheraputics for
Advanced Practice: A Practical Approach, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., PA; Chabner y Longo (eds.) (2001)
Cancer Chemoterapy and Biotherapy, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., PA.

La composicion farmacéutica de la invencion también puede contener otro agente, incluyendo pero sin limitarse a un
agente citotdxico, citostatico, antiangiogénico o un antimetabolito, un agente dirigido a un tumor, un agente
inmunoestimulador o inmunomodulador o un anticuerpo conjugado a un agente citotoxico, citostatico u otro agente
téxico. También se puede emplear la composicion farmacéutica con otras modalidades terapéuticas tales como
cirugia, quimioterapia y radiacion.

Los sujetos de investigacion, experimentales y veterinarios habituales incluyen monos, perros, gatos, ratas, ratones,
conejos, cobayas, caballos y seres humanos.

Usos Terapéuticos para el Anticuerpo y Fragmentos de Anticuerpo de la Invencion

El anticuerpo o los fragmentos de union a antigeno de la invencién, que se unen especificamente al PD-1 humano,
se pueden usar para aumentar, mejorar, estimular o regular positivamente una respuesta inmunitaria. Los
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la invencién son particularmente apropiados para tratar sujetos que
tienen un trastorno que se puede tratar por medio del aumento de la respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T.
Los sujetos preferidos incluyen pacientes humanos que necesitan la potenciaciéon de una respuesta inmunitaria.

Cancer

El anticuerpo o los fragmentos de unién a antigeno de la invencion se pueden usar para tratar el cancer (es decir,
para inhibir el crecimiento o la supervivencia de células tumorales). Los tipo de cancer preferidos cuya proliferacion
se puede inhibir usando los anticuerpos de la invencién incluyen normalmente los tipos de cancer que responden a
inmunoterapia, pero también los tipos de cancer que hasta la fecha no se han asociado a inmunoterapia. Los
ejemplos no limitantes de tipos de cancer preferidos para el tratamiento incluyen melanoma (por ejemplo, melanoma
maligno con metastasis), cancer renal (por ejemplo, carcinoma de células claras), cancer de prostata (por ejemplo,
adenocarcinoma de préstata resistente a hormonas), adenocarcinoma de pancreas, cancer de mama, cancer de
colon, cancer de pulmoén (por ejemplo, cancer de pulmén no microcitico), cancer de es6fago, carcinoma de células
escamosas de la cabeza y el cuello, cancer de higado, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de tiroides,
glioblastoma, glioma, leucemia, linfoma y otros tumores neoplasicos. Adicionalmente, la invencién incluye tumores
recurrentes o resistentes cuyo crecimiento se puede inhibir usando los anticuerpos de la invencion.
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Se pueden usar el anticuerpo o los fragmentos de anticuerpo de la invencién solos o en combinacién con: otros
agentes antineoplasicos o agentes inmunogénicos (por ejemplo, células cancerosas atenuadas, antigenos tumorales
(incluyendo proteinas recombinantes, péptidos y moléculas de hidrato de carbono), células que presentan antigenos
tales como células dendriticas pulsadas con antigenos procedentes de tumor o acidos nucleicos, citocinas inmuno-
estimuladoras (por ejemplo, IL-2, IFNa2, GM-CSF_) y células transfectadas con genes que codifican citocinas
inmuno-estimuladoras tales como, pero sin limitarse a, GM-CSF); tratamientos convencionales del cancer (por
ejemplo, quimioterapia, radioterapia o cirugia); u otros anticuerpos (incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos para
VEGF, EGFR, Her2/neu, receptores de VEGF, otros receptores de factor de proliferacién, CD20, CD40, CTLA-4,
OX-40, 4-IBB e ICOS).

Enfermedades Infecciosas

También se puede usar el anticuerpo o los fragmentos de anticuerpo de la invencién para prevenir o tratar
infecciones y una enfermedad infecciosa. Se pueden usar el anticuerpo o los fragmentos de anticuerpo solos, o en
combinacién con vacunas, para estimular la respuesta inmunitaria frente a patdégenos, toxinas y autoantigenos. Se
pueden usar los anticuerpos o los fragmentos de uniéon a antigeno de los mismos para estimular la respuesta
inmunitaria frente a infecciones viricas en seres humanos, tales como, pero sin limitarse a, virus de
inmunodeficiencia humana, virus de hepatitis de clase A, B y C, virus de Eppstein Barr, citomegalovirus humano,
virus del papiloma humano, virus del herpes. Se pueden usar los anticuerpos o los fragmentos de unién a antigeno
de los mismos para estimular la respuesta inmunitaria frente a la infeccion con bacterias o parasitos fungicos y otros
patégenos.

Coadyuvante de Vacunacion

Se pueden usar el fragmento o los fragmentos de anticuerpo de la invencion junto con otras proteinas recombinantes
y/o péptidos (tales como antigenos tumorales o células cancerosas) con el fin de aumentar la respuesta inmunitaria
frente a estas proteinas (es decir, en un protocolo de vacunacion).

Por ejemplo, se pueden usar los anticuerpos anti-PD-1 y sus fragmentos de anticuerpo para estimular las respuestas
inmunolégicas especificas de antigeno por medio de la coadministracion de un anticuerpo anti-PD-1 con un antigeno
de interés (por ejemplo, una vacuna). Por consiguiente, en otro aspecto, la invencién proporciona un método para
mejorar una respuesta inmunitaria frente a un antigeno en un sujeto, que comprende administrar al sujeto: (i) el
antigeno; vy (ii) un anticuerpo anti-PD-1 de la invencién o una de sus partes de unién a antigeno, de manera que se
mejore la respuesta inmunitaria frente al antigeno en el sujeto. El antigeno puede ser, por ejemplo, un antigeno
tumoral, un antigeno virico, un antigeno bacteriano o un antigeno procedente de un patégeno. Ejemplos no
limitantes de dichos antigenos incluyen, sin limitacién, antigenos tumorales o antigenos procedentes de virus,
bacterias u otros patégenos.

Enfermedades mediadas por Th2

También se pueden usar los anticuerpos anti-PD-1 y los fragmentos de anticuerpo que se describen en el presente
documento para tratar enfermedades mediadas por Th2, tales como el asma y la alergia. Esto se basa en el
descubrimiento de que los anticuerpos de la invencion pueden contribuir a inducir una respuesta Th1l. De este modo,
los anticuerpos de la invencion se pueden usar en enfermedades mediadas por Th2 para generar una respuesta
inmunitaria mas equilibrada.

Activacion Ex-Vivo de Linfocitos T

También se pueden usar los anticuerpos y los fragmentos de antigeno de la invencion para la activacion ex vivo y la
expansion de linfocitos T especificas de antigeno y la transferencia adoptiva de estas células a receptores con el fin
de aumentar los linfocitos T especificas de antigeno contra el tumor. También se pueden usar estos métodos para
activar las respuestas de los linfocitos T frente a agentes infecciosos tales como CMV. Cabe esperar que la
activacion ex vivo en presencia de anticuerpos anti-PD-1 aumente la frecuencia y la actividad de los linfocitos T
transferidas de forma adoptiva.

Otras Terapias de Combinacion

Como se ha descrito previamente, se pueden coadministrar los anticuerpos anti-PD-1 con uno u otro de mas
agentes terapéuticos, por ejemplo, un agente citotoxico, un agente radiotéxico o un agente inmunosupresor. Se
puede ligar el anticuerpo al agente (como inmunocomplejo) o se puede administrar por separado del agente. En el
Ultimo caso (administracion por separado), se puede administrar el anticuerpo antes, después o de manera
simultanea con el agente y se puede coadministrar con otras terapias conocidas.

También se pueden usar los anticuerpos y los fragmentos de unién a antigeno para aumentar la eficacia de los
linfocitos T especificos de tumor injertados de donante.
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Usos No Terapéuticos del Anticuerpo y los Fragmentos de Anticuerpo de la Invencion

Ya existe un mercado de anticuerpos anti-PD-1 para sus usos no terapéuticos, como queda demostrado por medio
de las ventas comerciales de los anticuerpos anti-hPD-1 monoclonales J116 y J105, comercializados por
eBioscience de San Diego, California, EE.UU., para su uso en el analisis por citometria de flujo, inmunohistoquimica
y ensayos funcionales in vitro; y mab1086, un anticuerpo anti-hPD-1 monoclonal comercializado por R&D Systems
de Minneapolis, MN, EE.UU., para su uso en citometria de flujo, inmunotransferencia y ELISA. Se pueden usar los
anticuerpos descritos en el presente documento con cualquier finalidad no terapéutica proporcionada ahora por
J116, J105 y/o Mab1086.

Se puede usar el anticuerpo de la invencion como agente de purificacion de afinidad.

El anticuerpo de la invencion también puede ser (til en ensayos diagnosticos, por ejemplo, para detectar la
expresion de PD-1 en células especificas, tejidos o suero. Con fines diagndsticos, normalmente se marcara el
anticuerpo (ya sea de forma directa o indirecta) con un resto detectable. Numerosos marcadores se encuentran
disponibles y se pueden agrupar de forma general en las siguientes categorias: biotina, fluorocromos,
radionucleétidos, enzimas, yodo y marcadores biosintéticos.

Se puede emplear el anticuerpo de la presente invenciéon en cualquier método de ensayo conocido, tal como
ensayos de unién competitiva, ensayos sandwich directos e indirectos y ensayos de inmunoprecipitacion. Zola,
Monoclonal Antibodies. A Manual of Techniques, pags. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987).

También se puede usar el anticuerpo para ensayos diagndsticos in vivo. Generalmente, se marca el anticuerpo con
un radionuclido (tal como, 1In, %°Tc, °C, 31I, 125], 3H, 32P, 35S o 8F) de manera que el antigeno o las células que lo
expresan se puedan localizar usando inmunoescintografia o tomografia con emisién de positrones.

Depésito de Materiales

Se han depositado construcciones de ADN que codifican las regiones variables de cadenas pesadas y ligeras de los
anticuerpos humanizados h409A11, h409A16 y h409A17 en el American Type Culture Collection Patent Depository
(18801 University Blvd., Manasas, VA). Se deposito el plasmido que contenia ADN que codificaba la cadena pesada
de h409A-11, h409A-16 y h409A-17, el 9 de junio de 2008 y se identific6 como 081469 _SPD-H. Se depositd el
plasmido que contenia ADN que codificaba la cadena ligera de h409A11 el 9 de junio de 2008 y se identific6 como
0801470_SPD-L-11. Se deposito el plasmido que contenia ADN que codificaba la cadena ligera de h409A16 el 9 de
junio de 2008 y se identificé como 0801471_SPD-L-16. Se deposit6 el plasmido que contenia ADN que codificaba la
cadena ligera de h409A17 el 9 de junio de 2008 y se identifico como 0801472_SPD-L-17. Se prepararon los
plasmidos en las condiciones del Tratado de Budapest acera del Reconocimiento Internacional del Deposito de
Microorganismos para los fines del Procedimiento de Patentes y las Regulaciones a tenor del mismo (Tratado de
Budapest).

Se considera que la memoria descriptiva escrita anteriormente es suficiente para permitir al experto en la materia la
practica de la invencién. La presente invencidn no se encuentra limitada en su alcance por el cultivo depositado, ya
la realizacion depositada tiene por objeto ser una sola ilustraciéon de un aspecto de la invencién y cualquier cultivo
gue sea funcionalmente equivalente se encuentra dentro del alcance de la presente invencién. El deposito de
material del presente documento no constituye la admisién de que la descripcidn escrita en el presente documento
sea inadecuada para permitir la practica de cualquiera aspecto de la invencion, incluyendo su mejor modo, ni debe
interpretarse como limitante del alcance de las reivindicaciones para la ilustracién especifica que representa. De
hecho, diversas modificaciones de la invencién ademas de las mostradas y descritas en el presente documento
resultaran evidentes para el experto en la materia a partir de la descripcion anterior y se encuentran dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos

Ejemplo 1: Inmunizacion y Seleccion de Anticuerpos anti-PD-1

Inmunizacién de Ratones con ADNc de hPD-1

Para generar los anticuerpos contra el receptor PD-1 humano ("hPD-1"), se obtuvo un ADNc que codificada el
sistema de lectura abierto del receptor hPD-1 por medio de PCR y se subclond para dar lugar al vector pcDNA3.1
(Invitrogen, Carlsbad; CA). A continuacion, las células CHO-K1 se transfectaron de forma satisfactoria con hPD-1 y
se controlé la expresion usando citometria de flujo. Se aislaron los clones CHO-K1 que expresaban PD-1 humano
sobre sus membranas y se nombraron como CHO-hPD1.

Se inmunizaron ratones por medio de inmunizacién con cafién de genes usando un cafion de genes Helios (BioRad)
y balas de oro revestidas con ADN (BioRad) siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, se revistieron
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particulas de oro de 1 um con ADNc de hPD-1 (clonado para dar pcDNA3.1) y, cuando se indicO, vectores de
expresion comerciales para Flt3L de raton y GM-CSF de ratén en una proporcién de 2:1:1 (ambos de Aldevron,
Fargo, ND). Se us6 un total de 1 ug de ADN de plasmido para revestir 500 pg de balas de oro.

Especificamente, se inmunizaron ratones BALB/C hembras de 7-8 semanas de edad, en la oreja, por medio de un
cafion de genes recibiendo 2, 3 o 4 ciclos de un disparo sobre ambas orejas (véase la Tabla I). Un ratén recibié un
refuerzo final con 5 x 108 células de CHO-hPD1 en la cavidad peritoneal. Aproximadamente, se detectaron se
detectaron titulos de 1:1000 de anti-PD-1 en suero de ratdn tras dos inmunizaciones con ADN por medio de ELISA
celular usando CHO-PD-1 frente a células parentales CHO-K1. Cuatro dias después de la inmunizacion final, se
sacrificaron los ratones y se prepararon poblaciones de células esplénicas desprovistas de eritrocitos como se ha
descrito anteriormente (Steenbakkers et al., 1992, J. Immunol. Meth. 152: 69-77; Steenbakkers et al., 1994, Mol.
Biol. Rep. 19: 125-134) y se congelaron a - 140 °C.

Tabla I: Programa de inmunizacién usado para inducir titulos de anticuerpo especifico de hPD-1 en ratones Balb/c

Semana 1 Semana 4 Semana 7 Semana 8 Semana 9 Semana 10 | Semana 11
Rat6n 2 disparos 2 disparos 2 disparos recqgida de
730 hPD1 hPD1 hPD1 células
pCDNA3.1 pCDNA3.1 pCDNA3.1 esplénicas
Ratén 2 disparos 2 disparos 5 millones recqgida de
731 hPD1 hPD1 de CHO- células
pCDNA3.1 pCDNA3.1 HPD1 esplénicas
2 disparos 2 disparos 2 disparos 2 disparos
Ratén hPD1 hPD1 hPD1 hPD1 recqgida de
738 pCDNA3.1 pCDNA3.1 pCDNA3.1 pCDNA3.1 células
(mFIt3L + (mFIt3L + (mFIt3L + (mFIt3L + esplénicas
mGM-CSF) | mGM-CSF) | mGM-CSF) mGM-CSF)

Seleccion de Células B que Producen Anticuerpos Anti-PD-1

Para seleccionar clones de células B que producian anticuerpos anti-PD-1 humanos, se agruparon 2 x 107 células
esplénicas desprovistas de eritrocitos de ratones inmunizados con ADN de hPD-1, es decir, ratones 730, 731y 738
(véase la Tabla I), para un cultivo de células B. Se incubaron las células esplénicas en DMEM/medio de HAM
F12/10 % de suero de ternera (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) durante una hora a 37 °C en un matraz de cultivo de
plastico para retirar los monocitos. Se sometieron las células no adherentes a un ciclo de seleccién negativa sobre
células CHO-K1, seguido de seleccion positiva sobre células CHO-hPD1. Se llevaron a cabo ambos procedimientos
durante una hora a 37 °C sobre cultivos de crecimiento simultdneo en placas de Petri de 21 cm? o matraces de
cultivo T25 (se irradiaron los cultivos celulares antes de su uso, hasta una dosis total de 2000 RAD). Tras la
seleccidn positiva, se retiraron las células no ligadas por medio de lavado diez veces con PBS complementado con
el 0,132 % de CaClz - 2H20 y el 0,1 % de MgClz - 6 H20. En Ultima instancia, se recogieron las células B ligadas por
medio de tratamiento con tripsina.

Se sometieron a cultivo las células B seleccionadas y se inmortalizaron como se describe en Steenbakkers et al.,
1994, Mol. Biol. Rep. 19: 125-134. Brevemente, se mezclaron las células B con el 7,5 % (v/v) de sobrenadante de
linfocitos T y 50.000 células de Sertoli EL-4 B5 irradiadas (2.500 RAD) en un volumen final de 200 pl de
DMEM/medio de HAM F12/10 % de suero de ternera bovino, en placas de cultivo tisular de fondo plano de 96
pocillos. El dia ocho, se inspecciond la reactividad anti-PD-1 de los sobrenadantes por medio de ELISA con células
CHO-hPD-1 usando el siguiente procedimiento. Se sometieron a cultivo células CHO-K1 y CHO-hPD1 hasta
confluencia en las placas de 96 pocillos de fondo plano en 50 pul de DMEM/medio de HAM F12, el 10 % de FBS. A
continuacion, se afiadieron 50 pl de sobrenadante que contenia inmunoglobina durante 1 hora a 37 °C. Después de
tres lavados con PBS-Tween, se afiadieron 100 pl de peroxidasa de rabano rusticano-anti raton-cabra (dilucion
1:1000) (HRP, Southern, Birmingham, AL, EE.UU.) en DMEM/medio de HAM F12/10 % de FBS, durante 1 hora a
37°C. Tras tres lavados con PBS-Tween, se visualizaron inmunoglobulinas inmovilizadas con UPO/TMB
(Biomerieux, Boxtel, Paises Bajos).

A partir de este cultivo de células B, se identificaron 13 sobrenadantes reactivos de hPD-1 y se comprobd que
inhibian la activacion de linfocitos T de Jurkat cuando se inmovilizaron sobre plastico y se inmortalizaron clones de
células B de pocillos positivos por medio de minielectrofusién siguiendo los procedimientos publicados
(Steenbakkers et al., 1992, J. Immunol. Meth. 152: 69-77; Steenbakkers et al., 1994, Mol. Biol. Rep. 19: 125-134).
Especificamente, se mezclaron células B con 10° células de mieloma NS-1 y se retir6 el suero por medio de lavado
con DMEM/medio de HAM F12. A continuacion, se trataron las células con solucion de pronasa durante tres minutos
y posteriormente se lavd con un medio de fusion. Se realiz6 la electrofusién en una camara de fusion de 50 pl por
medio de un campo eléctrico alterno de 30 s, 2 MHz, 400 V/cm seguido de un pulso de campo elevado, cuadrado de
10 us, 3 kV/cm y de nuevo un campo eléctrico alterno de 3 s, 2 MHz, 400 V/cm. En Ultima instancia, se transfirid el
contenido de la camara de fusién hasta un medio de seleccion de hibridoma y se coloc6 en una placa de 96 pocillos
en condiciones limitantes de dilucion. En el dia 14 tras la fusidn, se examinaron los cultivos para determinar el
crecimiento de hibridoma y se evalué la presencia de reactividad de anticuerpos hasta hPD-1. Este procedimiento
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dio como resultado cinco hibridomas anti-hPD-1 diferentes, denominados hPD-1,05A, hPD-1,06B, hPD-1.08A, hPD-
1.09A y hPD-1,13A, que se subclonaron por medio de dilucién limitante para salvaguardar su integridad y se
sometieron a cultivo adicional para producir anticuerpos. Los sobrenadantes obtenidos a partir de estos hibridomas
inhibieron intensamente la produccién de IL-2 a partir de células Jurkat E6.2.11 tras la estimulaciénanti-CD3/anti-
CD28 (véase la Figura 1y el texto a continuacion).

Se subclonaron células de Jurkat E6.1 (American Type Culture Collection) por medio de dilucién limitante usando
una metodologia convencional y los subclones se sometieron para determinar capacidad potenciada para producir
IL-2 tras la reticulacion de CD3 y CD28. Se obtuvo un subcléon que produjo una elevada cantidad de IL-2 y
posteriormente se denomind Jurkat E6.2.11 y se uso en los ensayos adicionales. Se revistieron placas de ensayo de
96 pocillos de Costar 3370 durante la noche a 4 °C con 5 pg/ml de Ig anti-ratén de oveja (SAM). Se retiré el exceso
de SAM y se bloquearon las placas durante 1 hora a temperatura ambiente con 200 pl/pocillo de PBS/10 % de suero
bovino fetal. Tras tres lavados con PBS, se revistieron los pocillos con 100 pl/pocillo de anti-CD3 (OKT3; 10 o
60 ng/ml) durante 1 hora a 37 °C. Tras tres lavados con PBS, se afiadieron 50 pl/pocillo de PBS/10 % de suero
bovino fetal y se afiadieron 50 pl/pocillo de células B o de sobrenadante de hibridoma durante 30 minutos a 37 °C.
Tras tres lavados con PBS, se afiadieron 120 pl/pocillo de suspension de células, células de Jurkat E6.2.11 (2 x 16°
células/pocillo + 0,5 pug/ml de anti-CD28 (Sanguin n.° M1650, Central Laboratory for Bloodtransfusion, Amsterdam,
NL) en DMEM/F12/10 % de suero bovino fetal). Tras un cultivo de 6 h, se examiné el sobrenadante para determinar
la produccion de IL-2 usando ELISA sandwich convencional con una captura de anti-hlL-2 y pares de anticuerpos de
deteccion biotinilados de Pharmingen y Peroxidasa de Rabano Rusticano-Estreptavidina (Southern Biotech) como
reactivo de deteccion. Para determinar la potencia de estos anticuerpos en comparacion con PD-L1, se produjo un
pequefio grupo de mAb a una escala mayor. Se purificaron los mAb usando cromatografia de afinidad de Proteina G
(véase Ejemplo 2). Se revistieron anticuerpos purificados, hPD-L1/Fc (hibrido B7-H1/Fc humano recombinante, R&D
systems) 0 IgG1 kappa de ratén (de Sigma) como control negativo en concentraciones idénticas sobre placas con
anti-CD3 como se ha descrito anteriormente. Se afiadieron células Jurkat E6.2.11 y anti-CD-28 durante seis horas y
se midio la activacion de los linfocitos T por medio de la IL-2 producida en el sobrenadante. Dos de los anticuerpos
(hPD1.08A y hPD1.09A) mostraron una inhibicion 8-10 veces mas potente en comparacion con PD-L1/Fc
inmovilizado.

Ejemplo 2: Purificacién y caracterizacion de anticuerpos anti-PD-1 murinos
Estabilizacion de hibridomas que producen anti-PD-1 y purificacion de anticuerpos anti-PD-1

Se obtuvieron poblaciones de células clonales para cada uno de los hibridomas sometiéndolos a rondas multiples (>
4) de dilucion limitante. Posteriormente, se sometieron a cultivo las células de hibridoma estables en condiciones
libres de suero usando biorreactores CELLline (Integra-biosciences) durante seis a ocho dias. Se sembraron las
células en la camara interna en un medio sin suero a una densidad de 3 x 10°® ¢/ml en 15 ml y se expandieron hasta
aproximadamente 4 x 107 ¢/ml durante ocho dias. Se llené la camara externa con medio complementado con hasta
el 10 % de BCS (suero de ternera bovino). En el dia seis a ocho, se recogi6 el cultivo de la cdAmara interna, se lavé
con 15 ml de medio de SF y se re-inoculd con células de hibridoma. Se combinaron el sobrenadante del biorreactor y
el lavado y se clarifico por medio de centrifugacion. Se filtr6 el sobrenadante resultante a través de una membrana
filtrante de 0,22 pM. Para la purificacién de anticuerpos, se diluyeron los sobrenadantes 1:1 en un tampon de unién
de alto contenido de sal (Glicina 1 M/NaCl 2 M, pH 9,0) y se purificaron los mAb usando una columna de Proteina G
HiTrap 5 ml (GE healthcare). Tras el lavado con PBS, se eluyeron los anticuerpos usando Glicina 0,1 M pH = 2,7,
seguido de neutralizacién de pH usando Tris 3 M. En (ltima instancia, se sometié el tampon a intercambio de PBS
usando columna de filtracion de gel PD-10 (GE healthcare) y se concentraron los anticuerpos usando
concentradores centrifugos Ultra-15 (Amicon) y se cuantificd usando espectrofotometria.

Anticuerpos Comerciales

Se usaron los siguientes anticuerpos comerciales en diversos estudios descritos en el presente documento: se
adquirio el clon de anticuerpo Anti-PD-1 J116 (N.° 14-9989) en eBiosciencie. Se adquirio el clon anti-CTLA-4 14D3
(mAB 16-1529) en eBioscience. Se adquirio el clon Anti-PD-1 192106 (mAb1086) en R&D systems (N.° mAb1086).
Se adquirié el clon MOPC21, kappa, de anticuerpo de control de isotipo migGl en Sigma (N.° M9269). Se
adquirieron los controles de isotipo migG1 kappa (mAb 16-4714) y IgG2a kappa (mAb 16-4724) en eBioscience.

Andlisis de Unién

Se usaron experimentos de ELISA basados en células ("CELISA") y basados en proteinas para determinar las
afinidades de unién aparentes (presentadas como valores de CE50). En algunos casos, se comparo la union de los
anticuerpos comerciales anti-PD-1 con la de los anticuerpos PD-1 J116 (eBiosciences) y Mab1086 (R&D systems).

Se usoO ELISA de proteinas para la determinacion de la union relativa de los anticuerpos a PD-1/Fc humano. Se
inmoviliz6 hPD-1/Fc (R&D Systems) sobre placas de 96 pocillos de Maxisorp (Nunc) por medio de incubacion
durante 4 h a temperatura ambiente (o durante la noche a 4 °C). Se bloquearon los sitios de unidon especificos por
medio de incubacién con el 3 % de BSA en PBST durante una hora a temperatura ambiente. Tras el recubrimiento,
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se lavaron las placas tres veces con PBST. Se prepararon diluciones de anticuerpos anti-PD-1 en tampdn de union
(PBS que contenia el 0,1 % de Tween 20 y el 0,3 % de BSA) y se incubaron con proteina de fusion inmovilizada
durante una hora a 25 °C. Tras la union, se lavaron las placas tres veces con PBST, se incubaron durante una hora
a 25 °C con IgG anti-raton de cabra marcada con peroxidasa (Southern Biotech) diluida 1/4.000 en tampdn de unién,
se lavé de nuevo y se desarroll6 usando TMB. La Figura 2 muestra los resultados de ELISA. Se presenta la
concentracion de unién a mitad del maximo como una medicién de la afinidad de unién relativa (Tabla I1).

También se evalud la unién a células CHO-PD-1 por medio de CELISA. Para CELISA, se cultivaron células CHO-
hPD-1 hasta 80 a 100 por ciento de confluencia en un 50 pl de medio de cultivo (DMEM/medio de HAM F12, el 10 %
de PBS). A continuacion, se afiadieron 50 pl de medio que contenia diversas concentraciones de mAb purificado
durante una hora a 37 °C. Tras tres lavados con PBS-Tween, se afiadieron 100 pl de HRP-anti-ratén-cabra
(Southern Biotech N.° 1030-05) (diluido 1:1000 en medio de cultivo) durante una hora a 37 °C. Tras tres lavados
adicionales con PBS-Tween, se Vvisualizaron inmunoglobulinas inmovilizadas con sustrato de peroxidasa
colorimétrico TMB (BD Biosciences). Se midi6 el aumento de absorbancia debido a la actividad de peroxidasa
(450 nm) en un lector de placas de microtitulacion. La Figura 2 muestra la relacién dosis-respuesta entre la
concentracion y la unién para los anticuerpos hPD-1.08A y hPD-1.09A. La Tabla Il recoge los resultados de los
estudios de unién de proteinas y células.

Analisis cinético por medio de interferometria de bio-luz (ForteBio)

Para caracterizar de manera adicional las caracteristicas de union de los anticuerpos, se estableci6 el perfil de cada
uno usando interferometria de bio-luz sobre el sistema Octet (ForteBio, Menlo Park, CA) para dilucidar las cinéticas
de unién y calcular las constantes de unién de equilibrio. Se realizé este ensayo por medio de acoplamiento de una
proteina de fusion PD-1-Fc (R&D Systems) a biosensores reactivos con amina (Fortebio) usando quimica de aminas
convencional. Posteriormente, se observé la uniéon del mAb anti-PD-1 y la disociacion de los biosensores a diversas
concentraciones de anticuerpo. Especificamente, se pre-humedecieron los biosensores reactivos con amina
sumergiéndolos en pocillos que contenian MES 0,1 M pH 0 5,5 durante 5 minutos. A continuacion, se activaron los
biosensores usando una mezcla NHS 0,1 M/EDC 0,4 M durante 5 minutos. Se acopl6 la proteina de fusién PD1-/Fc
(R&D Systems) sumergiendo los biosensores en una soluciéon de 12 ug/ml de PD-1/Fc en MES 0,1 M durante 7,5
minutos. Se inactivo la superficie del biosensor usando una solucion 1 M de etanolamina durante 5 minutos. Se
equilibraron los biosensores en PBS durante 5 minutos. Se observo la asociacién del mAb anti-PD-1 colocando los
biosensores en pocillos que contenian diversas concentraciones de anticuerpo (anticuerpo purificado 10-80 nM > el
99 % por SDS-PAGE en PBS) y controlando la interferometria durante 30 minutos. Se midi6 la disociacion tras la
transferencia de los biosensores al interior de PBS y se controlé la sefial de interferometria durante 60 minutos. Se
ajustaron las tasas de activacion y desactivacion (kobs ¥ kd) usando un modelo de ajuste global de unién 1:1 que
comprendia todas las concentraciones sometidas a ensayo y se calculé la constante Ko de unién de equilibrio. La
Tabla Il y la Figura 6 siguientes presentan los resultados de los estudios cinéticos.

Tabla Il: Resumen de caracterizacion bioquimica de mAb anti-PD-1 murinos

Andlisis de Uni6n Blogueo de Ligando Anadlisis Cinético
ELISA CELISA FACS FMAT Fortebio Octet
CE50 (pM) | CE50 (pM) CI50 CI50 (pM) Kasoc Kdisoc Ko
(pM)

mAb hPD-1/Fc hPD-1/CHO PD-L1 PD-L1 PD-L2 1/s 1/Ms M
05A 338 15 1,62E+05 | 1,11E-04 | 6,90E-10
068 135 160 8,32E+04 | 9,74E-05 | 1,17E-09
08A 76 79 0,9 0,73 2,1 1,25E+06 | 3,03E-05 | 2,41E-11
09A 123 113 0,8 0,90 1,7 1,64E+06 | 3,60E-05 | 2,20E-11
13A 485 64 1,46E+05 | 4,16E-04 | 2,85E-09
J116 410 349 106 > 100 44 8,24E+04 | 1,50E-04 | 1,82E-09
mAb1086 59 > 10000 > 10000 > 10000 > 10000 | 2,45E+05 | 1,68E-04 | 6,86E-10

Se sometieron a ensayo dos anticuerpos monoclonales, hPD-1.08A y hPD-1.09A, unidos considerablemente mas
fuertemente que cualquier otro mAb usando este ensayo, con una Kp determinada de 24 a 22 pM para hPD-1.08A y
hPD-1.09A, respectivamente. En comparacién con los otros anticuerpos anti-PD-1 sometidos a ensayo, la mayor
afinidad se debe a una menor velocidad de disociaciéon y a una velocidad de asociacion significativamente mas
rapida medida para hPD-1.08A y hPD-1.09A.

Bloqueo de Ligando

Se estudioé el bloqueo de la unién de ligando usando citometria de flujo. Se disociaron células CHO que expresaban
PD-1 humano a partir de matraces de cultivo adherentes y se mezclaron con concentraciones variables de
anticuerpo anti-PD-1 y una concentracion constante (600 ng/ml) de hPD-L1/Fc no marcado o proteina de fusién PD-
L2/Fc humana recombinante (ambos de R&D Systems) en una placa de 96 pocillos. Se equilibré la mezcla durante
30 minutos sobre hielo, se lavo tres veces con tampén FACS (PBS que contenia el 1 % de BCS y el 0,1 % de azida
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de sodio) y se incub6 con Fc anti-humano de cabra marcado con FITC durante 15 minutos adicionales sobre hielo.
Se lavaron de nuevo las células con tampdn FACS y se analizaron por medio de citometria de flujo. Se analizaron
los datos con Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) usando regresion no lineal y se calcularon los valores de
CI50.

La Tabla Il recoge los datos de Clso resumidos. Se determinaron los anticuerpos 05A, 06B y 13A para demostrar una
Kb entre 600 pM y 3 nM para la union de hPD-1. A pesar de la unién intensa, cada uno de estos anticuerpos
demostrd Clso > 10 nM para el bloqueo de la unién hPD-L1 a hPD-1. El anticuerpo J116 anti-PD-1 disponible en el
mercado (eBiosciences) compitié de forma débil con PD-L1 para determinar la union, presentando un valor de Clso
calculado fuera del intervalo de este experimento (> 100 nM). El IgG1 de raton de control no compite con PD-L1 por
la union a PD-1. Por el contrario, los anticuerpos de elevada afinidad hPD-1.08A y hPD-1.09A inhibieron la unién de
PD-L1 con valores de Clso por debajo de 1 nM, mientras que la unién de PD-L2 se bloqued con valores de Clso de
alrededor de 1-2 nM (Tabla Il). Se notific6 que PD-L2 se unia de forma preliminar a PD-1 con una afinidad de dos a
seis veces mayor que en el caso de PD-L1 (Youngnak P. et al., 2003, Biochem. Biophys. Res. Commun. 307, 672-
677).

Se confirmé el bloqueo de ligando usando un ensayo de competicion homogéneo y mediante la deteccién usando
tecnologia de ensayo de microvolumen fluorométrico (FMAT). En resumen, se disociaron CHO.hPD-1 de los
matraces de cultivo adherentes, se mezclaron con concentraciones variables de anticuerpo anti-PD-1 y una
concentracion constante (600 ng/ml) de proteina de fusion hPD-L1/Fc o hPD-L2/Fc (ambas de R&D Systems),
marcada con un colorante fluorescente (AlexaFluor 647, Invitrogen) en una placa de 96 pocillos. Se equilibré la
mezcla durante 90 minutos a 37°C y se leyo usando un Analizador de Deteccion Celular AB8200 (Applied
Biosystems), Foster, City, CA). Se analizaron los datos con Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) usando
regresion no lineal y se calcularon los valores de CI50. La Figura 3 muestra los resultados de un experimento de
dosis-respuesta que indica que la magnitud del bloqueo de ligando se determina por medio de la concentracién de
anticuerpo. Se puede inhibir completamente la unién tanto de hPD-L1/Fc como de hPD-L2/Fc a las células CHO-
hPD-1 por hPD-1.08A, hPD-1.09A y (en menor medida) por 1116 de manera dependiente de la dosis. La Tabla Il
resume los datos de Clso calculados. Confirmando los resultados obtenidos usando citometria de flujo, los
anticuerpos de elevada afinidad hPD-1.08A y hPD-1.09A inhibieron la unién de PD-L1 con valores de Clso por debajo
de 1 nM.

Reactividad Cruzada de Especies

Para evaluar la reactividad cruzada de las especies de los anticuerpos, se clonaron receptores PD-1 de macaco de
Java y de ratén por medio de PCR y se generaron células de CHO-K1 sometidas a transfeccion de forma estable. Se
sometieron a ensayo los anticuerpos para determinar la unién al receptor de macaco de Java usando CELISA. Se
comprob6 que los anticuerpos comerciales J116, hPD-1.08A y hPD-1.09A se unian con igual afinidad a PD-1
humano y de macaco de Java y bloqueaban la unién de hPD-L1/Fc y hPD-L2/Fc al PD-1 de macaco de Java con
similar eficacia en comparacién con el PD-1 humano. Esto no resulta sorprendente ya que se comprobé que la
secuencia de aminoacidos de la parte extracelular del PD-1 de macaco de Java era en un 97 % idéntica a la del PD-
1 humano. Ademas del PD-1 de macaco de Java, hPD-1.08A y hPD-1.09A también bloquearon funcionalmente PD-1
procedente de macacos de la India en cultivos celulares de sangre estimulados con SEB descritos en el Ejemplo 3.
Ninguno de los anticuerpos sometidos a ensayo se unié a PD-1 de raton con afinidad detectable en ninguno de los
ensayos usados.

En resumen, se purificaron y caracterizaron cinco anticuerpos anti-PD-1 monoclonales, que se aislaron basandose
en su capacidad para modular la funciéon de Jurkat. Estos anticuerpos de unieron intensamente a PD-1 (con
constantes de disociacion en el intervalo de 20 pM a 3 nM) y fueron capaces de bloquear la interaccion tanto con
PD-L1 como PD-L2 con valores variables de Clso. Cuatro de estos mAb anti-hPD-1 se consideraron mejores que los
mejores mAb anti-PD-1 disponibles en el mercado. Cada uno de los anticuerpos, cuando se afiadieron en disolucién
actuaron como antagonistas de receptor, potenciando en Ultima instancia las respuestas de linfocitos T (véase
Ejemplo 3).

Ejemplo 3: Formacion de Perfil Funcional de Anticuerpos Anti-PD-1
Se potencia la respuesta de linfocitos T humanas frente a SEB por medio de hPD-1.08A y hPD-1.09A

Se sometieron a ensayo anticuerpos anti-PD-1 para determinar su capacidad para potenciar la actividad de los
linfocitos T in vitro usando células sanguineas procedentes de voluntarios sanos. Un ensayo usado para caracterizar
la consecuencia funcional de bloquear el receptor humano PD-1 utilizé enterotoxina B de Staphylococcus (SEB) para
unirse y activar todos los linfocitos T que expresaban la cadena de receptor celular VB3 y V(8. Se obtuvo sangre de
donante humano sano y se diluy6 1:10 para dar lugar a un medio de cultivo. Se coloc6 la sangre diluida en placas
(150 ul por pocillo) de fondo redondo de 96 pocillos y se preincubd durante 30-60 minutos con mAb y
concentraciones variables. Posteriormente, se afiadi6 SEB a diferentes concentraciones que variaron de 10 ng/ml a
10 pg/ml. Se recogieron los sobrenadantes tras 2 a 4 dias de cultivo y se cuantifico la cantidad de IL-2 producido
usando ELISA (descrito en el Ejemplo 1) o usando tecnologia de multiplex convencional (plataforma Luminex -
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estuches de deteccidn de citocina Biosource). La valoracién de SEB de 100 ng/ml hasta 10 pg/ml estimulé de forma
significativa la produccién de IL-2 por parte de las células sanguineas. Normalmente, dependiendo del donante, se
detect6 de 100 a 1000 pg/ml de IL-2 por medio de ELISA 2-4 dias después de la estimulacion con 1 pg/ml de SEB.
La adicion de hPD-1.08A y hPD-1.09A potencié la produccion de IL-2 sobre IgG1 de raton de control, en promedio
de 2 a 4 veces a la concentraciéon de anticuerpo mas elevada sometida a ensayo (25 pg/ml). Se calculé el valor
promedio del indice de estimulacion para los experimentos realizados con un conjunto de voluntarios sanos
independientes (Figura 4). Estos experimentos demostraron que tanto hPD-1.08A como hPD-1.09A potenciaron la
produccién de IL-2 tras la estimulacion con SEB de células sanguineas diluidas. Los niveles de expresion tanto de
PD-1 como de PD-L1 (pero no de PD-L2) estuvieron regulados positivamente (cuantificados por medio de citometria
de flujo) con el tiempo tras la estimulacién con SEB de células sanguineas. El anticuerpo monoclonal anti-PD-L1
(clon MIH5, Ebiosciences N.° 16-5982) y anti-CTLA-4 (clon 14D3, eBiosciences N.° 16-1529) también indujeron un
aumento de la produccién de IL-2 en condiciones similares, un descubrimiento que posteriormente valido el uso del
ensayo de estimulacion con SEB para cuantificar la actividad de los linfocitos T tras la manipulacion de los
mecanismos co-estimuladores (Figura 4). Se descubrié que la produccién potenciada de IL-2 por medio de los
anticuerpos anti-PD-1 era dependiente de la dosis. Ademas de IL-2, por medio de la tecnologia Luminex, también se
descubrié que los niveles de TNFa, IL-17, IL-7, IL-6 e INFy se modulaban significativamente por medio de hPD-
1.08A y hPD-1.09A. Los resultados de estos experimentos indican que hPD-1.08A y hPD-1,09 se pueden usar para
estimular las respuestas de los linfocitos T humanas.

Adicionalmente, se sometié a ensayo la capacidad del anticuerpo anti-PD-1, hPD-1.09A para potenciar la actividad
de los linfocitos T in vitro usando células sanguineas procedentes de pacientes con cancer. Se sometio a ensayo la
sangre procedente de pacientes con melanoma avanzado (1 paciente) o cancer de prostata (3 pacientes) siguiendo
el protocolo anterior. Los resultados de la cuantificacién de citocina se presentan en la Tabla Ill, como namero de
veces de aumento de la citocina producida cuando se estimulan las células en presencia de 25 ug/ml de hPD-1.09A
en comparacion con la estimulacién de SEB en ausencia de anticuerpo. En resumen, se comprobé que hod-1,09A
aumenta la produccion de IL-2 inducida por SEB de 2 a 3,5 veces para cada uno de los 4 pacientes. Similarmente,
se potencid la produccion de TNFa, IL-17 y IFNy y disminuy6 la produccion de IL-5 e IL-13. Estos experimentos
indican que hPD-1.09A tiene la capacidad de estimular las respuestas de los linfocitos T en pacientes con cancer.
Ademas, estos experimentos sugieren una preferencia hacia las respuestas Th 1.

Tabla lll: Produccion de citocina estimulada con SEB en presencia de hPD-1.09A

Numero de veces de cambio en el nivel de citocina
Paciente | Tipo del EL-2 TNFa IFNy IL-5 IL-6 IL-13 E-17
cancer
A Préstata 3,4 2,0 1,9 0,7 2,1 0,8 1,8
B Préstata 2,1 1,5 1,2 0,4 2,2 0,6 2,6
C Préstata 2,0 2,4 2 0,9 2,4 1,1 2,4
D Melnoma 2,0 1,9 1,5 0,4 1,9 0,5 2,0

La respuesta de reclutamiento los linfocitos T humanos frente a la prueba TT es potenciada por hPD-1.08A y
hPD-1,09

Otro ensayo usado para establecer el perfil del efecto funcional de anticuerpos PD-1 anti-humanos que bloquean la
interaccion del receptor con sus ligandos naturales us6 el antigeno de toxoide tetanico (TT) para estimular los
linfocitos T de memoria pre-existentes en sangre de donante sano. Para ello, se colocé PBMC recién preparado (2 x
10° células) en placas de fondo redondo de 96 pocillos en medio RPMI 1640 completo (que contenia el 5 % de suero
humano inactivado térmicamente), se pre-incubd con anticuerpos de ensayo a concentracién variable y se estimulé
con TT (Astarte Biologics) a una concentracion de 100 ng/ml. Se incubaron las células durante 3-7 dias a 37 °C, 5 %
de CO2 después de lo cual se recogieron los sobrenadantes. Se determinaron las concentraciones de citocina por
medio de ELISA (conjuntos de pares de anticuerpos de deteccion por ELISA IL-1 e IFN-y de eBioscience) y analisis
de multiplex (plataforma Luminex - kits de deteccién de citocina Biosource). El bloqueo de PD-1 potencié la
proliferacién y potencid significativamente la produccién de citocina (Figura 5) incluyendo IFNy e IL-2 en
comparacion con el antigeno solo. El analisis de Luminex revel6 que la produccion de citocinas GM-CSF, RANTES e
IL-6 aumenta tras el bloqueo de PD-1.

Tincién de PD-1 humano sobre células humanas incluidas en parafina y fijadas con formol

Debido a que las células sanguineas estimuladas con SEB demostraron una expresion potenciada de PD-1 por
medio de citometria de flujo, se usaron estas células para determinar si hPD-1.09A podia detectar PD-1 en un tejido
incluido en parafina y fijado con formol para su uso histoldgico. Se estimularon células mononucleares sanguineas
periféricas de donante humano con 0,1 ug/ml de SEB durante 3 dias, después de lo cual se recogieron las células
no adherentes (principalmente linfocitos), se lavaron dos veces con PBS y se centrifugaron (1100 rpm durante 5
min.). Se fijaron las células durante 10 minutos en formaldehido al 4 %, se incorporé el sedimento celular a agarosa,
se deshidrataron las células en etanol (posteriormente al 70 %, 80 %, 96 % y 100 %) y xileno y posteriormente se
incluyeron en. Se montaron secciones (4 pm) sobre portaobjetos de vidrio y se hidrataron (xileno, etanol al 100 %,
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96 %, 80 %, 70 %, tampon PBS), después de lo cual se realiz la recuperacion de antigeno en el tampén de citrato
caliente usando metodologia convencional. Se bloqued la actividad de peroxidasa usando metanol al 100 % que
incluia H202 a 0,3 % y se lavaron los portaobjetos en agua y PBS, Tween al 0,1 %. Se incubaron las secciones con
hPD-1.09A durante 1,5 horas a temperatura ambiente, se lavaron con PBS-Tween, seguido de métodos de
deteccion convencionales. Se contra-tifieron los portaobjetos con hematotoxina durante 30 segundos a temperatura
ambiente, se deshidrataron con xileno y se montaron para el examen microscopico. Estos experimentos mostraron
que los linfocitos procedentes de cultivos de PBMC estimulados con SEB se tifieron intensamente (en comparacion
con el control de isotipo) con hPD-1.09A, al contrario que los cultivos de PBMC no estimulados, indicando que hPD-
1.09A es util como reactivo de diagnéstico.

Ejemplo 4: Secuencias de Anticuerpo anti-PD-1 y Humanizacién Posterior
Clonacién de ADNc de inmunoglobulina

Usando métodos basados en PCR de cebador degenerado, se determinaron las secuencias de ADN que codificaban
las regiones variables de los anticuerpos de ratén expresados por medio de los hibridomas hPD-1.08A y hPD-1.09A.
En resumen, se generaron ADNc especificos génicos para cadenas pesadas y ligeras, usando el kit de sintesis de
ADNCc iScript Select (Biorad N.° 1708896) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los cebadores de PCR
usados estaban basados en el conjunto Ig-cebador (Novagen N.° 69831-3). Se llevaron a cabo reacciones de PCR
degenerados usando Taq polimerasa de acuerdo con el protocolo de conjunto de cebadores de Novagen. Se
analizaron los productos de PCR por medio de electroforesis de gel de agarosa. El tamafio de amplicon esperado
para ambas regiones variables de cadena ligera y pesada es de aproximadamente 500 pares de bases. Se clonaron
dos pul de producto de PCR amplificado con Taq procedente de las reacciones que dieron como resultado una banda
apropiada para dar lugar a un vector pCR4 TOPO (Invitrogen N.° K4595-40) y se transformaron en E.coli DH5-alfa
segun indicé el fabricante. Se evaluaron los clones por medio de PCR de colonias usando cebadores universales
M13 directos e inversos y se eligieron de dos a tres clones para cada una de las reacciones para el andlisis de
secuenciacion de ADN.

Se sometieron los clones a secuenciaciéon en ambas direcciones usando cebadores universales M13 directo, M13
inverso, T3 y T7. Se analizaron los resultados de cada reaccién de secuenciacion para cada clon usando Segman.
Se buscaron secuencias de consenso frente a bases de datos de secuencias de region de linea germinal e Ig
Variable reordenada usando NCBI blastocito-lg (http://www.nchi.nim.nih.gov/projectsligblast/). Los resultados de
blastocitos para hPD-1.08A identificaron una cadena pesada reordenada de forma productiva (en bloque) sin la
introduccion de codones de detencion. Se identificaron clones de cadenas ligeras que codificaban dos secuencias
diferentes; una es una cadena ligera reordenada de forma productiva (en fase) sin la introduccién de codones de
detencién y la otra es una secuencia reordenada de forma no productiva que contiene un cambio de fase que
conduce a un coddn de deteccion en la region FR4. La fraccién transcrita estéril no productiva observada se origina
probablemente a partir del compafiero de fusion de mieloma (Carroll W. L. et al., Mol. Immunol. 25: 991-995 (1988) y
se descarto.

Los resultados de blastocitos para hPD-1.09A identificaron cadenas ligeras y pesadas reordenadas de forma
productiva (en fase) sin la introduccion de codones de detencion. Se confirmaron las secuencias de aminoacido de
las proteinas expresadas por medio de espectrometria de masas. Se describen las secuencias en el Listado de
Secuencia adjunto y se recogen en la Tabla IV.

Tabla IV: Nameros de ID de secuencia para los anticuerpos PD-1 anti-humano murinos de la presente invencion

SEQ ID NO: Descripcion

1 region variable de cadena pesada hPD-1.08A
(ADN)

2 region variable de cadena ligera hPD-1.08A
(ADN)

3 region variable de cadena pesada hPD-1.09A
(ADN)

4 region variable de cadena ligera hPD-1.09A
(ADN)

5 region variable de cadena pesada hPD-1.08A
(AA)

6 region variable de cadena ligera hPD-1.08A (AA)

7 region variable de cadena pesada hPD-1.09A
(AA)

8 region variable de cadena ligera hPD-1.09A (AA)

9 CDRL1 de cadena ligera hPD-1.08A (AA)

10 CDR2 de cadena ligera hPD-1.08A (AA)

11 CDR3 de cadena ligera hPD-1.08A (AA)

12 CDR1 de cadena pesada hPD-1.08A (AA)
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13 CDR2 de cadena pesada hPD-1.08A (AA)

14 CDR3 de cadena pesada hPD-1.08A (AA)

15 CDRL1 de cadena ligera hPD-1.09A (AA)

16 CDR2 de cadena ligera hPD-1.09A (AA)

17 CDR3 de cadena ligera hPD-1.09A (AA)

18 CDRL1 de cadena pesada hPD-1.09A (AA)

19 CDR2 de cadena pesada hPD-1.09A (AA)

20 CDR3 de cadena pesada hPD-1.09A (AA)

21 region variable de cadena pesada 109A-H (ADN)

22 region variable de cadena pesada 109A-H
optimizada con coddn (ADN)

23 longitud completa de cadena pesada 409A-H
optimizada de codén (ADN)

24 region variable de cadena ligera KO9A-L-11 (ADN)

25 region variable de cadena ligera KO9A-L-16 (ADN)

26 region variable de cadena ligera KO9A-L-17 (ADN)

27 region variable de cadena ligera KO9A-L-11
optimizada de codén (ADN)

28 region variable de cadena ligera KO9A-L-16
optimizada de codon (ADN)

29 region variable de cadena ligera KO9A-L-17
optimizada de codon (ADN)

30 region variable de cadena pesada 109A-H (AA)

31 longitud completa de cadena pesada 409A-H (AA)

32 region variable de cadena ligera KO9A-L-11 (AA)

33 region variable de cadena ligera KO9A-L-16 (AA)

34 region variable de cadena ligera KO9A-L-17 (AA)

35 longitud completa de cadena pesada 109A-H (AA)

36 longitud completa de cadena ligera KO9A-L-11
(AA)

37 longitud completa de cadena ligera KO9A-L-16
(AA)

38 longitud completa de cadena ligera KO9A-L-17
(AA)

Se anotan las regiones de armazo6n y CDR de acuerdo con una Kabat E.A. et al., 1991, Sequences of proteins of
Immunological interest, en: NIH Publicaction N.° 91-3242, US Department of Health and Human Services, Bethesda,
MD.

Construccion y Expresion de Anticuerpo c109A quimérico

Se construyeron cadenas pesadas y ligeras quiméricas por medio de union de ADNc clonados con PCR de regiones
de VL y VH de PD-1,09A de ratén a regiones constantes IgG1l y kappa humanas, respectivamente. Se modificaron
los extremos 5y 3’de las secuencias de ADNc de raton usando cebadores de PCR disefiados para afiadir una
secuencia predominante apropiada a cada cadena y sitios de restriccion para permitir la clonacion para dar lugar a
los vectores de expresion de anticuerpos recombinantes existentes.

Se sometieron a electroporacién células COS-7 (0,7 ml a 107/ml) con 10 pug cada una de los plasmidos quiméricos
de expresion de cadena pesada y ligera. Posteriormente, se cultivaron estas células en 8 ml de medio de
proliferacién durante tres dias. Se usé ELISA sandwich para medir las concentraciones de anticuerpo en los
sobrenadantes a partir de las transfecciones de COS-7. Esto mostré que las células COS-7 sometidas a transfeccion
segregaron aproximadamente 295 ng/ml de anticuerpo kappa-lgG1 quimérico en tres transfecciones separadas.

Se midié la unién del anticuerpo quimérico producido por medio de las células COS-7 sometidas a transfeccion
usando ELISA de unién de PD-1 y CELISA (véase Ejemplo 2) y se comprobd que se unian a PD-1 con una afinidad
comparable a la del anticuerpo murino.

Disefio de Anticuerpo Humanizado

Se humanizo6 el anticuerpo hPD-1.09A por medio de MRCT (Cambridge, Reino Unido) usando tecnologia de injerto
de CDR (véase, por ejemplo, la patente de los EE.UU. N.° 5.225.539). En resumen, se compararon las secuencias
de cadena variables del anticuerpo murino hPD-1.09A con las disponibles en el banco de datos de proteinas
Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB). Se generdé un modelo de homologia de hPD-1.09A
basado en las estructuras VH y VK méas préximas. Se identificaron y analizaron las secuencias humanas con la
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identidad mayor con respecto a hPD-1.09A. (Foote y Winter, J. Mol. Biol. 224: 487-499 (1992); Morea V. et al.,
Methods 20: 267-279 (2000); Chothia C. et al., J. Mol. Biol. 186: 651-663 (1985). Se identificaron los armazones
humanos mas apropiados sobre los cuales construir las cadenas pesadas y ligeras injertadas con CDR.

Para la cadena pesada, se determind que el armazon codificado por el N.° de acceso al banco de genes AB063829
era el mas apropiado. El analisis de la secuencia hPD-1.09A VK muestra que su longitud de CDR1 (15 restos) no se
encuentra en ningln VK humano. Por este motivo, se analizaron los armazones de tres longitudes CDR1 diferentes
(restos 11, 16 y 17) con el fin de someter a ensayo qué longitud de CDRL1 reproduciria el comportamiento de hPD-
1.09A VK. Se identificaron las secuencias VK humanas con la mayor identidad a hPD-1.09A VK en los restos
seleccionados importantes en la estructura y con longitudes de CDR1 de 11, 16 y 17. Se seleccioné el N.° de acceso
al banco de genes M29469 en el que se basé K109A-L-11. Se seleccion6 el armazoén del N.° de acceso al banco de
genes AB064135 en el que se basé KO9A-L-16 y se escogid el armazén procedente del N.° de acceso al banco de
genes X72431en el que se basé KO9A-L-17.

Se llevaron a cabo injertos directos para generar construcciones de expresion para cada cadena. Se describen las
secuencias de ADN y de proteinas de 109A-H, KO9A-L-11, KO9A-L-16 y KO9A-L-17 en el Listado de Secuencias
adjunto (Tabla IV).

Se produjo una versién de 1gG4 de h109A humanizado, con la mutacién de Adair de estabilizacion (Angal S. et al.,
Mol. Immunol. 30: 105-108 (1993)), en la que se convierte serina 241 (numeracion de Kabat) en prolina. Esta
secuencia se describe en los SEQ. ID NOS: 23 y 41.

Ejemplo 5: Caracteristicas de Unién y Propiedades Funcionales de Anticuerpos anti-PD-1 Humanizados
Produccién y Purificacién

Se produjeron anticuerpos humanizados h409A11, H409A16 y h409A17 por medio de transfeccion transitoria de
células CHO-S. Se cultivaron células en medios CD-CHO (Gibco) y C5467 (Sigma) durante 8 dias en matraces de
agitacion. Se purificaron los anticuerpos a partir de los sobrenadantes de células por medio de cromatografia de
Proteina A, se lavaron, se eluyeron usando acido acético 1 M y se neutralizaron usando Tris 3 M. En (ltima
instancia, se intercambi6 el tampon por acido acético 100 mM que se habia ajustado hasta pH 5,5 con base Tris 1 M.

Analisis de Unién y Cinético

Se realizaron ELISA basados en proteina y en células para determinar las afinidades de unién aparentes
(presentadas como valores de CE50) como se describe en el Ejemplo 2. Cada uno de los anticuerpos humanizados
anti-PD-1 se unié a PD-1/Fc y expresaron celularmente PD-1 con valores de CE50 comparables al anticuerpo
parental murino (Tabla V).

También se realizaron las caracteristicas de unidn cinéticas de los anticuerpos usando interferometria de bio-luz
como se describe en el Ejemplo 2 (Figura 6). Dos de los anticuerpos humanizados, h409A11 y h409A16, se unieron
considerablemente de manera mas fuerte que cualquier otro mAb sometido a ensayo usando esta prueba, con una
Kb determinada de 29 y 27 pM para h409A11 y h409A16, respectivamente (Tabla V). En comparacion con los otros
anticuerpos anti-PD-1 sometidos a ensayo, la mayor afinidad se debe principalmente a una menor velocidad de
disociacién. De manera similar a los anticuerpos parentales murinos, los anticuerpos anti-PD-1 humanizados
h409A11, h409A16 demostraron uniéon a PD-1 de macaco de Java PD-1 con una Kp determinada de menos de
120 pM.

Bloqueo de Ligando

Se midié la capacidad de los anticuerpos humanizados para bloquear la uniéon de PD-L1 y PD-L2 a PD-1 usando un
ensayo de competicion homogéneo y una deteccion usando un ensayo de competicion de FMAT como se describe
en el Ejemplo 2.

La union tanto de hPD-L1/Fc y hPD-L2/Fc a células CHO-hPD-1 se puede inhibir completamente de forma
dependiente de la dosis por medio de cualesquiera anticuerpos humanizados sometidos a ensayo. Los datos de Clso
calculados se resumen en la Tabla V. Similarmente al anticuerpo hPD-1.09A murino parental, cada uno de los mAb
humanizados, h409A11, h409A16 y h409A17 inhibieron la union de hPD-L1 y PD-L2 con valores de Clso por debajo
de 1 nM. De manera similar a los anticuerpos parentales murinos, los anticuerpos anti-PD-1 humanizados h409A11,
h409A16 y h409A17 demostraron inhibicién de la unién de ligandos a PD-1 de macaco de Java con valores de Clso
calculados inferiores a aproximadamente 1 nM.
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Tabla V: Caracteristicas de unién de los anticuerpos humanizados anti-hPD-1 de la invencién

Andlisis de Union Blogueo de Ligando Anadlisis Cinético
ELISA CELISA FMAT Fortebio Octet
CES50 (pM) CES50 (pM) CI50 (pM) Kasoc Kdisoc Kb
mAb hPD-1/Fc | hPD-1/CHO PD-L1 PD-L2 1/s 1/Ms M
h409A11 76 62 625 695 1,04E+06 3,05E-05 2,93E-11
h409A16 90 63 696 810 9,97E+05 2,72E-05 2,73E-11
h409A17 88 83 818 463 1,00E+06 1,91E-04 1,91E-10

La Respuesta de Linfocitos T Humanas frente a SEB es potenciada por mAb Humanizados

Se sometidé a ensayo la capacidad de los anticuerpos anti-PD-1 humanizados para potenciar la actividad de los
linfocitos T in vitro usando células sanguineas procedentes de voluntarios sanos como se describe en el Ejemplo 3.
Se recogieron los sobrenadantes después de 4 dias de cultivo y se cuantifico la cantidad de IL-2 producido usando
ELISA. Los anticuerpos PD-1 humanizados demostraron la capacidad de aumentar la produccién de IL-2 estimulada
por SEB (Figura 7). Adicionalmente, los anticuerpos anti-PD-1 humanizados aumentaron la produccion de IL-2

inducida por SEB en sangre de pacientes con cancer, de forma similar a como se describe en el Ejemplo 3.

En resumen, los mAb humanizados h409A11, h409A16 y h409A17 conservaron toda la actividad funcional durante el
proceso de humanizacién. Los mAb h409A11 y h409A16 conservaron completamente la afinidad del anticuerpo

parental de ratén hPD109A tras la humanizacion.
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caaggcacta

28

ctacaggtgtl
gggettcagt
actggatgaa
atggtggtac
cctocageac
actgtacaay

ctctcacagt

ccactcecag
gaagttgtcc -
acagaggcct

taacttcagt

agoctacacg

aagggattet

ctcoeteageeo

60
120
180
240
300
360
420

435
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ES2616355T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region variable de cadena ligera hPD-1.08A

<400> 2
atggagacag acacactcct gctatgggta ctgctgetet gggttccagyg tteocactggt
gacattgtgc tgacacagte toctacttee ttagetgtat ctctggggeca gagggecace
atctcatgcea gggecagcaa aagtgtcagt acatctgget ttagttattt gecactggtac
caacagaaac caggacagece acccaaacte ctcatettte ttgcatccaa cctagagtet
ggggteectyg ccaggtteaq tggcagtggg tctgggacag acttcaccoct caacatcceat
cctgtygagg aggaggacgce tgcaacctat tattgtcage acagttggga gottecgete
acgttegatyg ctgggaccaa gcotggagety aaacgggetg atgctgcacce aactgtatce
atctteccac catccagtaa gottgggaay ggo

<210>3

<211> 464

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region variable de cadena pesada hPD-1.09A

<400> 3
atgraatgca gctgagttat yctCtttttg gtagcaacag ctacaggtgt ccactcccag
gtcedactge ageagectgg ggetgaactg gtgaagectyg ggacttcoagt gaagttgtoo
13 . ) '
fgcaaggett ctggetacac ¢ttcaccaac tactatatgt actgggtgaa geagaggect
K H g g
I !
ggacaaggcce ttgagtggat tggggggatt aatcctagea atggtggtic taacttcaat
gagaagttca agaacaaggc cacactgact gtagacagtt cctccagcac aacctacaty
caactcageca goctgacate tgaggactct goggtctatt actgtacaag aagggattat
aggttcéaca tgggotttga ctactggggc caaggcacca ctctcacagt ctoctcagoec
aagacgacac ccccatccgt ytatcccbtg gecccctggaa gott

1

<210>4

<211> 438

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regibn variable de cadena ligera hPD-1.09A

<400> 4

29

60
120
180

240

300
360
420

453

60
120
180
240
300
360
420

464
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15

20

ES2616355T3

gggttccagyg ttccactgge

atggagwcag acacactsct gytatgggta ctgctgctet
gacattgtge tgacacagtc tcctgeottce ttagetgtat ¢toctgggaca
atctecatgca gggccageaa aggtgtcagt acatctgget atagttattt
caacagaaac caggacagtce acccaaactc ctcatetate ttgeatecta
ggggteccty ccaggttcag tggcagtggy tctgggacag acttcaccect
cctgtggagy aggaggatgce tgcaacctat tactgtcage acagtaggga
acgttcggta ctygggaccaa getggagetg aaacgggetg atgetgeace
atcttceocae catecagt
<210>5
<211>122
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Regibn variable de cadena pesada hPD-1.08A
<400> 5
Gln Val Gln Leu Gin Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val
1 5 10
Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr
20 25
Tyr Leu Tyr Trp Met Lys Gln Arg Pre Gly Gln Gly
35 40
b
Gly Gly Val Asn Pr‘ro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Phe
50 ! 55 60
Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser
65 70 75
Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala
85 20
Thr Arg Arg Asp Ser Asn Tyr 2sp Gly Gly Phe Asp
100 105
Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys
- 115 120
<210> 6
<211>111
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region variable de cadena ligera hPD-1.08?

30

gagggccgec
gcactggtac
cctagaatet
caacatccat
qetteogete

aactgtatce

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Val

Tyrx

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Ser

Tyr
95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

GlIn

&0
120
180
240
300
360
420

438



10

15

<400> 6

Asp Ile
i

Gln Arg

Gly Phe

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Pro Val

Glu Leu

<210>7
<211> 122
<212> PRT

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Leu

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Glu

Thr

Ile

Len

Phe

Ser

Glu

B85

Len
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

ES2616355T3

Gln

Ser

His

Len

Gly
70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala
55
Ser

Ala

Gly

Pro

Arg

Tyr

4Q

Ser

Gly

Ala

Ala

Thr
Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

<223> Regibn variable de cadena pesada hPD-1.09A

<400> 7

31

Ser
19

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser
60
Thr

Cys

Leu

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Ser

30

Gln

val

Asn

His

Leu
110

Leu

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

a5

Lys

Gly

Ser

Pro

Ala

His
80

Trp



10

Gln

Ser

Tyx

Gly

Lys

65

Met

Thr

Gly

<210>8
<211>111
<212> PRT

Val

Val

Met

Gly

Asn

Gin

Arg

Thr

Gln

Lys

Tyr

35

Ile

Lys

Leu

Arg

Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Ala

Ser

Asp

100

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Thr

ES2616355T3

Gln
Cys
Lys
Ser
Leu
70

Leu
ATg

Val

Pro

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Phe

Ser

Gly

Ala

Arg

40

Gly

val

Ser

Asp

Ser
120

<223> Regibn variable de cadena ligera hPD-1.092

<400> 8

Ala

Ser

Pro

Gly

Asp

Glu

Met

103

Ala

32

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Ser

Asp

90

Gly

Lys

Leu

Tyrx

Gln

Asn

Serx

75

Sér

Phe

val
Thr
Gly
Phe
60

Sex

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Azn

Ser

val

Tyx

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Asn

Trp

Lys

Thr

Iyr

95

Gly

Thr

Tyr

Tle

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



10

15

20

25

30

35

Asp Ile Val Leu

Gln BRrg Ala Ala

20

Gly Tyr Ser Tyr
35

Lys Leu Leu Ile
50

Arg Phe Ser Gly
65

Pro val Glu Glu

Asp Leu Pro Leu
100

<210>9

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDRL1 de cadena ligera hPD-1.08A

<400>9

Thr

Ile

Leu

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

ES2616355T3

Gln

Ser

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Ser
Cys
Irp
Ala
55

Ser

Ala

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

25

Gin

Tyr

Thr

Thr

Gly
105

Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr
20

Thr

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

TyT

Lys

Ala Val

o

Gly Val

Pro Gly
45

Ser Gly
60

Thr Leu

Cys Gln

Leu Glu-

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

His

Leu

110 .

Leu
Thr
Ser
Pro
Ile
Ser

95

Lys

Gly

Ser

Pro

aAla

His

80

Axg

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser Gly Phe Ser Tyr Leu His

1

<210> 10

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 de cadena ligera hPD-1.08A

<400> 10

<210>11

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR3 de cadena ligera hPD-1.08A

<400> 11

S

1

33

i0

Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser
5

15



ES2616355T3

Gln His Ser Trp Glu Leu Pro Leu Thr
1 5

<210> 12

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRL1 de cadena pesada hPD-1.082

<400> 12

Ser Tyr Tyr Leu Tyr
1 5

<210>13

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada hPD-1.08A

<400> 13

Gly Val Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Phe Ser Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Ser

<210> 14

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena pesada hPD-1.08A

<400> 14

Axg Asp Ser Asn Tyr Asp Gly Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 15

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 de cadena ligera hPD-1.09A

<400> 15

Arg dla Ser Lys Gly Val Ser Thr Ser Gly Tyr $Ser Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 16
<211>7
<212> PRT

34
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35

40

45

50

55

ES2616355T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena ligera hPD-1.09A

<400> 16

Leu Ala Ser Tyr Leu Glu Ser

1

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena ligera hPD-1.09A

<400> 17

Gln His Ser Arg Asp Leu Pro Leu Thr

1

<210> 18

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRL1 de cadena pesada hPD-1.09A

<400> 18

Asn Tyr Tyr Met Tyr

1

<210>19

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 de cadena pesada hPD-1.09A

<400> 19

Gly Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Phe Asn Glu Lys Phe Lys

1 3

Asn

<210> 20

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 de cadena pesada hPD-1.09A

<400> 20

5

35

5

5

10

15
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15

20

25

30

35

<210>21
<211> 417
<212> ADN

Arg Asp Tyr Arg Phe Asp Met Gly Phe
1 5 .

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable de cadena pesada 109A-H

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(57)

<400> 21

atggactgga
gtgcagetgg
igcaaggctt
ggacaaggge
gagaagttca
gaactgaaga

aggttegaca

<210> 22
<211> 417
<212> ADN

cctggageat
tgcagtctgg
ctggctacac
ttgagtggat
agaacagagt
gcctgeoaatt

tgggctttga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES26

ccttttettyg
agttgaagtyg
cttrtaccaac
gggagggatt
caccttgace
tgacgacacq

ctactgggge

16 355 T3

gtggcageac

aagaagcccyg
tactatatgt
aatcctageca
acagactcat
gcogtttatt

caagggacca

10

caacaggage

gggcctcagt:

actgggfgcg
atggtggtac
ccacgaccac
actgtgcgag

cggtcacegt

<223> Regién variable de cadena pesada 109A-H optimizada con codon

<220>

<221> six_peptide

<222> (1)..(57)

<400> 22

atggactgga
gtgcagetog
tgcaaggect
ggccagggac
gagaagttca
gagetgaagt

cggttcgaca

<210> 23
<211> 1398
<212> ADN

cctggtetat
tgcagtecygg
cocggetacac
tggagtggat
agaacecgggt
ccectgeagtt

tgggcttega

<213> Secuencia artificial

cctygttoctyg
cgtggagyty
cttcaccaac
gggoegygeatce
gaccctgace
cgacgacacc

ctactggyyc

gtggecegete
aagaagectg
tactacatgt
aacccttcea
accgactcct
gcecgtgtact

cagggcacca

36

ctaceggeygce
gegectecgt
actgggtgeg
acggeggeac
ccaccaccac
actgcegecagy

cegtgacegt

asp Tyr

ccacteccaa
gaaggtctcc
acaggcccect
taacttcaat
agceotacatg
aagggattat

ctegage

tcactececag
caagygtgteo
gcaggcetceco
caacttcaac
cgcctacaty
gcyggactac

gtectee

60
120
180
240
300
360

417

60
120
180
240
300
360

417



10

15

20

<220>

ES2616355T3

<223> Longitud completa de cadena pesada 409A-H optimizada de coddn

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(57)

<400> 23

atggeogtgo
gtgcagotgg
tgtaaggecet
ggccagggac
gagaagttca
gaactgaagt
cggttcgaca
agcaccaagyg

accgceogetc

aactctggey

ctgtactcece
acctgc;acg
tacggccete
ctgtteectce
gtggtyggtgg
gtggaggtgce
gtggtgtetg
aaggtcagca
cagectegeg
caggtgteec
gagagcaacy
ggcteoottet
gtetttteot

tecotgtete

<210> 24
<211> 393
<212> ADN

tgggoetget
tgcagteegg
ccggotacac
tggagtggat
agaaccgggt
ccetgeagtt
tgggettega
gcccttecegt
tgggctgtet

cectgaccte

tgtecteogt
tggaccacaa
cttgecectee
ctaagcctaa
acgtgtecca
acaacgecaa
tgctgacogt
acaagggect
agectcaggt
tgacatgcect
gccagecaga
tectgtacte
gctecgtgat

tgggcaag

<213> Secuencia artificial

<220>

gttetgecty
cgtggaggtg
cttcaccaac
gggeggeatce
gaccctgace
cgacgacacc
ctactggggce
gttcectctyg
ggtgaaggac

cggcgtgcac

ggtgaccgtyg
gecttecaac
ctgceectgec
ggacacccety
ggaagatcct
gaccaagect
gctgcaccaq
gc&ctpctcc
gtacaccetg
ggﬁgaagggc
gaacaactac
caggetgacc

gcacgaggec

gtgaccttec
aagaagocty
tactacatgt
aacecotteca
accgactceet
gccgtgtact
cagggcacea
gcceottget
tactteccty

accttcecty

cecttectect
accaaggtag
cctgagttec
atgatctcce
gaggtocagt
cgggaggaac
gactggetga
atcgagaaaa
cctectagec
ttctacocte
aagagcacce
gtggacaagt

ctgcacaace

<223> Region variable de cadena ligera KO9A-L-11

37

cttectgegt
gogeoctoegt
actgggtgcg
acggoggcac
ccaccacaac
actgcgocag
ccgtgaccgt
cecgygtocac
agcctgtgac

cegtgetgea

ccetgggcac
acaagcgggt
tgagcggace
ggaccectga
tcaattggta
agttcaactc
acggcaagga
ccatctecaa
aggaagagat
cecgatatcge
cteectgtget
cceggtyggea

actacaccea

aoctgtcecag
caaggtgtce
gcaggececa
caacttcaac
cgcctacatyg
gcgggactac
gtectecget
ctoegagteo
cgtgagetyy

gtcocteoegge

caagacctac
ggagtccaag

cteegtgtte

ggtgacctge:

cotggatgyc

cacctaccgy

atacaagtgce

ggccaaggge
gaccaagaat
cgtggagtgg
ggactcegac
ggaaégcaac

gaagtcectyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1398
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ES2616355T3

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(60)

<400> 24

atggaagccc
gaaattgtgt
ctetectgea
caacagaaac
ggcgteeccag
agcotagage

acgttcggeyg

cagctceaget
tgacacagté
gagccagcaa
ctggecagyce
ccaggttcag
ctgaagattt

gagggaccaa

tctettecte
tccagecace
aggtgtcagt
tecceaggete
tggtagtggy
fgcagtttat

agtggagatc

ctgetactet
ctgteotttgt
acatctgget
ctcatctate
tctgygacag
tactgtcage

aaa

<210> 25

<211> 393

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regibn variable de cadena ligera KO9A-L-16

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(60)

<400> 25

atggaaacce
gaaattgtgc
atctecetgea
ctecagaage
ggggrcecty
agagtggagy

acgtttggec

cagegeaget
tgactcagtc
gggccagcaa
cagggceagtc
acaggttcag
ctgaggatgt

aggggaccaa

tctettecte
tecactotoc
aggtgtcagt
tccacagetce
tggcagtgga
tqgggttt&t

gctggagatc

ctgectactet
ctgcccgtca
acatctgget
ctgatctatc
tcaggcacaqg
tactgccagd

aaa

<210> 26

<211> 393

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region variable de cadena ligera KO9A-L-17

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(60)

<400> 26

38

ggcteccaga
cteocagggga
‘atagttatctt
ttgeatecta
acttcactcet

acagcaggga

ggctceccaga
ccectggaga
atagttattt
ttgecatccta
attttacact

atagtaggga

taccacogga
aagagceace
gcactggtat
cctagaatet
caccatcage

ccttecgetce

taccadcgga
gecggectee
gcattggtac
cctagaatct
gaaaatcagc

ccttecegete

60

120

180

240

300

360

393

60

120

i8¢0

240

300

360

3923
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atgaggcetec
gatattgtga
atctectgca
ctgcagaage
ggagtcccag
agggrggagy

acgrttggec

ctgctcaget
tgacccagac
gjgccagcaa
cagggcagte
acaggttcag
ctgaggatgt

aggggaccaa

ES2616355T3

cctggggetyg
tccactetec
aggtgtcagt
tccacagetce
cggcagtggy
tggactttat

gctggagate

<210> 27
<211> 390
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ctaatgetet
ctgecegtca
acatctggct
ctgatctate
tcaggcactg
tactgccage

aaa

gagtetetgy
ccectggaga
atagttattt
ttgcatecta
ctttcacact

atagtaggga

<223> Regibn variable de cadena ligera KO9A-L-11 optimizada de coddn

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(57)

<400> 27

atggeccetg
atcgtgctga
agctgcagag
cagaagccag
gbtgocctgece
ctggageoctg

teeggeggey

<210> 28
<211> 390
<212> ADN

tgcagotget
cecagteeee
cctecaaggg
gecaggcecee
ggttctecgyg
aggacttoge

gaacaaaggt

<213> Secuencia artificial

<220>

gggcetgetg
tgccaccetg
cgtgtecace
tcggetgety
ctececggaage
cgtgtactac

ggagatcaag

gtgctgttce
teectgagec
tcocggetact
atctacctgyg
ggcaccgact

tgbcagcact

tgectgecat
ctggcgagcg
cotacctgea
cctoectacct
tcaccetgac

ceogggacet

<223> Region variable de cadena ligera KO9A-L-16 optimizada de coddn

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(57)

<400> 28

39

atccagtggy
gccggectec
gcattggtat
¢cctagaatct
gaaaatcagc

ccttecgete

gcggtgegag
ggctacectg
ctggtatcay
ggagtecgge
catcteoectee

gcetetgace

60
120
180
240
300
360

393

&0
120
180
240
300
360

320
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25

30

atggecectyg
aﬁcgtgctga
tcetgecggy
cagaégcctg
gtgcctgace
gtggaggccey

tteggocagy

<210> 29
<211> 390
<212> ADN

tgcagetgetr
cocagtecee
cetecaaggg
gceagtecec
ggftctccgg
aggacygtggyg

gcaccaagct

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2616355T3

gggcctgctyg
tetgteoectg
cgtgtcocace
ccagetgety
ctocggrage
cgtgtactac

ggagatcaag

gtgctgtiec
cétgtgaccc
tccggoctact
atctacctgg
ggcaccgact

tgccagcact

tgectgecat
ctggegagec
cctacetgea
ccteoctacct
tcaccetgaa

cecgggaccet

<223> Region variable de cadena ligera KO9A-L-17 optimizada de coddn

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(57)

<400> 29

atggecectg
atcgtgatga
tectgoeggy
cagaagccty
gtgcetgace
gtggaggceg

tteggecagg

<210> 30
<211> 139
<212> PRT

tgcagetget
cecagaceee
ccteocaaggy
gccagtecee
ggttctecgg
aggacgtyggd

geaccaaget

<213> Secuencia artificial

<220>

gggectgety

tekbgteccty cectgtgacee

cgtgtccace

tcagetgetg atctacetgg

crocggaage
cctgtactac

gygagatcaag

gtgctgttec

teccggectact

ggcaccyctt

tgocageact

<223> Regidn variable de cadena pesada 109A-H

<220>

<221> sig_peptide
<222> (1)..(19)

<400> 30

40

tgecctgecat
ctggcgagec
cctacctgea
ccrectaccet
ttaccctgaa

ccogggacct

gegytgcgag
tgcectecate
ctggtatctg
ggagtcogge
gatctccagy

gcctctgace

geggtgogac
tgcetceate
ctggtatctyg
ggagtccgygce
gatctceaga

gcctctgace

&0
i20
180
240
300
360

390

€0
120
180
240
300
360

390



10

15

Met Asp

Ala His

Pro Gly

Thr Asn

50

Glu Trp
65

Glu Lys

Thr Ala

Trp
Ser
Ala
35

Tyx
Met

Phe

Tyr

Thr

Gln

20

Ser

Tyr

Gly

Lys

Met

ES2616355T3

Trp Ser

val Gln

Val Lys

Met Tyr

Gly Ile

70

Asn Arg
BS

Glu Leu

100

Ile lLeu

Leu Val

Val Ser

Phe Leu

10

Gln Ser

25

40

Trp Val

Asn Pro

val Thr

Lys Ser

Cys Lys

Arg Gln

Ser Asn

Leu Thr

20

Leu Gln

105

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Thr

Fhe

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Asp

Asp

Ala Pro Thr

15

Glu Val Lys
30

Gly Tyr Thr

45

Gly Gln Gly

Thr Asn Phe

Ser Ser Thr

95

Asp Thr Ala

110

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Thr

Val

Iyr Tyr Cys Ala Arg Arg Asp Tyr Arg Phe Asp Met Gly Phe Asp Tyr
115

120

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
130

<210>31
<211> 466
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

135

<223> Longitud completa de cadena pesada 409A-H

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(19)

<400> 31

41

125



Met

Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyrx

Trp

Ala

Len

Gly

Asn

Trp

Lys

Ala

Tyxr

Gly
130

Val

Ser

Ala

35

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gln

Leu

Gln

20

Ser

Tyrx

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Gly

val

Val

Met

Gly

Asn

85

Glu

Arg

Thr

ES2616355T3

Leu

Gln

Lys

Tyr

Ile

70

Arg

Leu

Arg

Thr

Leu

Leu

Val

Irp

Asn

Val

Lys

Asp

Val
135

Phe

Val

Ser

40

Val

Pro

I'l‘hr

Ser

Tyr

120

Thr

42

Cys

Gln

25

Cys

Arg

Ser

Leu

Leu

105

Arg

Val

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

20

Gln

Phe

Ser,

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Thr

Fhe

Asp

Ser

Thr

val

Ser

Pro

Gly

Asp

Asp

Met

Ala
140

Phe
Glu
Gly
45

Gly
Thr
Ser
Asp
Gly
125

Ser

Pro

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Phe

Thr

Ser
15

Lys
Thr
Gly
Phe
Thr
o5

Ala

Asp

Lys

Cys

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Thr

Val

Tyr

Gly



Pro
145

Thr aAla

Thr

Pro

Thr

Asp

225

Tyr

Ero

Ser

Asp

Asn

305

Val

Glu

Lys

Thr

Ser

Val
Ala
Val
210
His
Gly
Ser
Arg
Pro
290
Ala
Val
Tyr

Thr

Leuw
370

Val

Ala

Ser

val

195

Pro

Lys

Pro

Val

Thr

275

Giu

Lys

Serx

Lys

Ile

355

Pxo

Phe

Leu

Trp

180

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

260

Pro

val

Thr

Val

Cys

340

Ser

Pro

Fro

Gly

165

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

245

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

325

Lys

Lys

Ser

ES2616355T3

Leu

150

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

230

Pro

Phe

Val

Fhe

Pro

310

Thr

Val

Ala

Gln

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

215

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

295

Arg

Val

Ser

Lys

Glun
375

Pro

val

Ala

Gly

200

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

280

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

360

Glu

Cys
Lys
Leu
185
Leu
Thr
Val
Pro
Lys
265
Val
Tyr
Glu
His
Lys
345

Gln

Met

43

Ser

Asp

170

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

250

Pro

Val

Val

Gln

Gln

330

Gly

Pro

Thr

Arg

155

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

235

Pro

Lys

val

Asp

Phe

315

Asp

Arg

Lys

Ser

Fhe

Gly

Leu

Tyr

2290

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

300

Asn

Trp

Pro

Glu

Aszn
380

Thr

Pro

Val

Ser

205

Thr

Val

Phe

Thr

Val

285

Val

Ser

Leu

Ser

Pro

365

Gln

Ser

Glu

His

120

Ser

Cys

Glu

Leu

Leu

270

Ser

Glu

Thr

Azan

Ser

350

Gln

Val

Glu

Pro

175

Thrx

Val

Azn

Ser

Gly

255

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

335

Ile

vVal

Sex

Ser

150

Val

Fhe

Val

val

Lys

240

Gly

Ile

Glu

His

Arg

320

Lys

Glu

Tyr

Leu



10

15

Thr
3i8s

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
465

<210> 32
<211> 130
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Cys Len

Ser Asn

Asp Ser

Ser Arg
435

Ala Leu
450

Lys

Val

Gly

Asp

420

Trp

His

Lys

Gln

405

Gly

Gln

Asn

ES2616355T3

Gly
390

Pro

Glu

His

Phe Tyr

Glu Asn

Phe Phe

Gly Asn

440

Tyr Thr
455

<223> Regibn variable de cadena ligera KO9A-L-11

<220>

<221> sig_peptide
<222>(1)..(19)

<400> 32
Met
1

Met

Ser

Ser

Gln

65

Val

2la Pro

Arg Cys

Pro Gly

Thr Ser

50

Ala Pro

Pro Ala

val

Glu

20

Glu

Gly

Arg

Arg

Gln

Ile

Arg

Tyr

Leu

Phe
85

Leu.

Val

Ala

Ser

Leu

70

Ser

Leu Gly

Leu Thr

Thr Leu
49

Iyr Leu
S5

Jle Tyr

Gly Ser

44

Pro

ASn

Leu

425

Val

Gln

Leu

Gln

25

Ser

His

Leu

Ser

Tyr

410

Tyr

Phe

Lys

Leu

10

Ser

Cys

Trp

Ala

Ser
20

AsSp
395
Lys
Ser
Ser

Ser

Val
Pro
Arg
Tyr
Ser

75

Gly

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu
460

Leu

Ala

Ala

Gln

60

Tyr

Thr

Ala

Thy

Leu

Ser

445

Ser

Phe

Thr

Ser

45

Gln

Leun

Asp

val

Pro

Thr

430

val

Leu

Leu

Leu

30

Lys

Lys

Glua

Phe

Giu

Pro

415

Vval

Met

Ser

Pro

15

Ser

Gly

Pro

Ser

Thr
95

Irp
400
Val
Asp

His

Leu

Ala

Leun

Val.

Gly

Gly

Leu



10

15

ES2616355T3

Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln
100 . 105 110

His Ser Arg Asp leu Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu

115 120 125
Ile Lys
13¢
<210> 33
<211> 130
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Regibn variable de cadena ligera KO9A-L-16

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(19)

<400> 33

Met Ala Pro Val Gln Leu Leu Gly Leu Leu Val Leu Phe Leu Pro Ala
1 5 10 15

Met Arg Cys Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val
20 25 30

Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Gly Val

Ser Thr Ser Gly Tyr Ser Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly
50 55 60 :

Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Tyr Leu Glu Ser Gly

Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
85 920 95

Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly val Tyr Tyr Cys Gln
100 105 110

His Ser Arg Asp Leu Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu
11% 120 125

Ile Lys
130

45



10

15

20

25

30

<210> 34
<211>130

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES2616355T3

<223> Regibn variable de cadena ligera KO9A-L-17

<220>

<221> sig_peptide
<222> (1)..(19)

<400> 34

Met
1
Met
Thr
Ser
Gln
65
val

Lys

His

d

Ala Pro

Arg Cys

Pro Gly

35

Thr Ser

50

Ser Pro

Pro Asp

Ile Ser

Ser Arg
115

Ile Lys

<210> 35

<211> 469

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

130

Val

Asp

Glu

Gly

Gln

Arg

Aryg

100

Asp

Gln

Ila

Pro

Tyr

Len

Phe

85

Val

Leu

Leu

Val

Ala

Ser

Leu

70

Ser

Glu

Pro

Leu

Met

Ser

Tyr

55

Ile

Gly

Ala

Leu

Gly

Thx

Ile

40

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr
120

Leu
Gln
25

Ser
His
Leuw
Gly
Asp
105

Phe

<223> Longitud completa de cadena pesada 109A-H

<220>

<221> six-peptide
<222> (1)..(19)

<400> 35

46

Leu.

10

Thr

Cys

irp

Ala

Ser

20

val

Gly

Val Leu

Pro Leu

Arg RAla

Tyr Leow

60

Ser Tyr

75

Gly Thr

Gly Leu

Gln Gly

FPhe

Ser

Ser

45

Gln

Leu

Ala

Tyr

Thr
125

Leu

Leu

30

Lys

Lys

Glu

Phe

Tyr

1190

Lys

Pro
15

Pro

Gly

Pro

Ser

Thr
95

Cys

Leu

Ala

Val

val

Gly

Gly

80

Leu

Gln

Glu



Met

val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Trp

Pro

145

Thr

Thr

Pro

Ala

Leu

Gly

Asn

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gly

130

Ser

Ala

val

Ala

Val

Ser

Ala

35

Tyr

Met

Phe

Tyx

Cys

115

Gin

Val

Ala

Ser

Val
195

Leu
Gln
Ser
I)I/r
Gly
Lys
Met
100
Ala
Gly
Phe
Leu
Trp

180

Leu

Gly

Val

Val

Met

Gly

Asn
83

Glu

arg

Thr

Fro

Gly

165

Asn

Gln

ES2616355T3

Leu
Gln
Lys
Tyr
Ile
70

Arg
Len
Arg
Thr
Leu
150
Cys

Ser

Ser

Leu
Leu
Val
Trp
55

Asn
val
Lys
Asp
Val
135
Leu

Gly

Ser

Phe

vVal

Ser

40

Val

Bro

Thr

Ser

Tyr

120

Thr

i Pro

Val

Ala

Gly
200

47

Cys

Gln
25

Cys

‘Arg

Ser

Leu

Leu

105

Arg

val

Ser

Lys

Leu

185

Leu

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

Gln

Phe

Ser

Ser

ASp

170

Thr

Tyr

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Thr

Phe

Asp

Ser

Lys

155

Tyr

Ser

Ser

Thrx
Val
Ser
Pro
60

Gly
Asp
Asp
Met
Ala
140
Ser
Phe

Gly

Leu

Phe
Glu
Gly
45

Giy
Thr
Ser
Asp
Gly
125
Ser
Thr
Pro

Val

Ser
205

Fro
Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
Thr
110
Phe
Thr
Ser
Gl.u
His
130

Ser

Ser
15

Lys
Thr
Gly
FPhe
Thr
95

Ala
Asp
Lys
Gly
Pro
175

Thr

Val

Cys

Lys

Phe

Leu

Asn

80

The

Val

Tyr

Gly

Giy

160

Val

Phe

Val



Thr

Asn

225

Ser

Leun

Leu

Ser

Glu

305

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

385

Val

Pro

Thr

val

Val

210

His

Cys

Gly

Met

His

290

Val

Tyx

Gly

Ile

Val

370

Ser

Glu

Pro

val

Met

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile
275

Glu

His

Arg

Lys

Glu

355

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

435

His

Ser

Pro

Lys

Pro

260

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

340

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

420

Lys

Glu

Ser
Ser
Thr
245
Ser
Arg
Pro
Ala
val
325
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
405
Asp

Ser

Ala

ES2616355T3

Ser

Asn

230

His

Val

Thr

Glu

Lys

310

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

350

Asn

Ser

Arg

Leu

Leu

215

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

280

Lys

295 -

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

375

Val

Gly

Asp

Irp

His

Lys

Leu

Lys

Lys

360

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

440

Aan

Thr

Val

Pro

Phe

265

Val

Phe

Pro

Thr

Val

345

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

425

Gln

His

48

Gln
Asp
Pro
250
Pro
Thr
asn
Arg
Val
330
Ser
Lys
asp
Phe
Glu
414Q
Phe

Gly

Tyr

Thr

Lys

235

Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
315
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
395
Asn
Phe

Asn

Thr

Tyr
220
Lys
Pro
Lys
val
Tyx
300
Glu
His
Lys
Gln
Leu
380
Pro
Aszn
Leu

val

Gln

Ile
Val
Ala
Pro
Val
285
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
365
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe
445

Lys

Cys
Glu
Pro
Lys
270
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
350
Arg
Lys
Asp
Lysg
Ser
430

Ser

Ser

Asn
Pro
Glu
255
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
335
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
415
Lys

Cys

Leu

Val

Lys

240

Leu

Thr

val

Val

Ser

320

Leu

Ala

Pxo

G1ln

Ala

400

Thr

Leu

Ser

Ser
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15

<210> 36
<211> 237
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

450

ES2616355T3

Leu Ser Pro Gly lys
465

<223> Longitud completa de cadena ligera KO9A-L-11

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(19)

<400> 36

Met

i

Met

Sex

Ser

Gln

65

Val

Thr

His

Ile

Asp
145

Ala

Arg

Pro

Thr

50

Alz

Pro

Ile

Ser

Lys

130

Glu

Ero

Cys

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

Arg

115

Arg

Gln

Val

Glu

20

Glu

Gly

Arg

Arg

Ser
109

Asp.

Thr

Leu_

Gln

Ile

Arg

Tyr

‘Leu

Leu

Val

Ala

Ser

Leu

" 70

Phe

85

Leu

Leu

Val

Lys

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser
150

Leu

Leu

Thr

Tyr

55

Ile

Gly

Pro

Leu

Ala

135

Gly

Gly

Thr

Leu

10

Leu

Tyr

Ser

G;u

Thr

120

Preo

Thr

49

455

Leu

Giln

25 .

Ser

His

Leu

Gly

Asp

ics

Phe

Ser

Ala

Leun

10 .

Ser.

Cys

Trp

Ala

Ser

90

Phe

Gly

val

Ser

Val

Pro

Arg

Tyr

Ser

75

Gly

Gly

Phe

Val
155

Leu

Ala

Ala

Gln

60

Tyr

Thr

Val

Ile
140

val

460

Phe Leu

Thr Leu
30

Ser L?s
45

Gln Lys
Leuw Glu
Asp Phe
Tyxr Tyr

110

Thr Lys
125

Phe Pro

Cys Leu

Pro

15

Ser

Gly

Pro

Ser

Thr

95

Cys

Val

Pro

Leu

Ala

Leu

Val

Gly

Gly

80

Leun

Gin

Glu

Ser

Asn
160



10

15

Asn Phe

Leu Gln

Asp Ser

Tyr Glu

Tyr

Ser

Thr

Pro

Gly

165

180

195

210

Ser Ser

225

<210> 37
<211> 237
<212> PRT

Lys

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr

His

Val

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leun

Lys Val

Thr Lys

230

ES2616355T3

Ala Lys

Gln Glu

Ser Ser

Val Gin Trp Lys
170

185

200

Tyr Ala

215

Ser Phe

<223> Longitud completa de cadena ligera KO9A-L-16

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(19)

<400> 37

Met

1

Met

Thr

Ser

Gln

65

Val

Lys

Ala

Arg

Pro

Thr

50

Ser

Pro

Ile

Pro

Cys

Val

Glu

. 20

Gly

Ser

Pro

Asp

Ser

Glu

Gly

Gln

Arg

Arg

Gln Leu Leu

Ile Val Leu

Pro Ala Ser

Tyr Ser Iyr

35

Leu Leu Ile
70

Phe
85

Val

Ser Gly

Glu Ala

Gly

Thr

Ile

40

Leu

Tyr

Ser

Giu

50

Thr

Cys

Asn

Leu

Gln

25

Ser

His

Leu

Gly

Asp

Ser Val Thr Glu

Leu Thr Leu

Glu Val Thr

220

Arg Gly Glu

235

Val 2sp Asn Ala
175

Gln 2sp Ser Lys
: 1%0

Ser Lys Ala Asp

205

His Gln Gly Leu

Cys

Leu Val Leu Fhe

10

Ser Pro Leu Ser

Cys Arg Ala Ser

45

Trp Tyr Leu Gln

60

Ala Ser Tyr Leu

75

90

Ser Gly Thr Asp

val Gly Val TIyr

Leu

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

Iyr

Pro

15

Pro

Gly

Pro

Ser

Thr
93

Cys

Ala

Val

Val

Gly

Gly

80

Leu

Gln
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<210> 38
<211> 23

His

Ile

Asp

145

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
225

7

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Lys

130

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

210

Ser

Arg

115

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

123

Lys

Pro

100

Asp

Thr

Leu

Pro

Gly

180

Tyr

His

Val

Leu
Val
Lys
Arg
165
Asn
Ser

Lys

Thx

ES2616355T3

Pro Leu

Ala Ala
135

Ser Gly
150

Gly Ala

Ser Gln

Leu Ser

Val Tyr

215

Lys Ser
230

Thr

120

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

200

Ala

Phe

<223> Longitud completa de cadena ligera KO9A-L-17

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(19)

<400> 38

Met Ala Pro Val Gln Leu Leu Gly

1

5

Met Arxrg Cys Asp Ile Val Met Thr

20

105

Phe Gly Gln Gly

Ser Val Phe lle
140

Ala Sex Val val
155

Val Gln Trp Lys
170

Ser Val Thr Glu
185

Thr Leu Thr Leu

Cys Glu Val Thr
220

Asn Arg Gly Glu
235

Thr

125

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

205

His

Cys

11¢

Lvs

Pro

Leu

Asp

Asp

190

Lys

Gln

Leu
Pro
Leu
asn
175
Ser
Ala

Gly

Glu

Ser

Asn

160

Ala

Lys

Asp

Leu

Leu Leu Val Leu Phe Leu Pro Ala

10

Gln Thr Pro Leu
25

Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ala

35

40

51

15

Ser Leu Pro Val

30

Ser Lys Gly val

45



Ser

Gln

65

Vai

Lys

His

Ile

Asp

145

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
225

Thr

50

Ser

Pro

Ile

Ser

Lys

130

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

210

Ser

Ser

Pro

Asp

Ser

Aryg

115

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

195

Lys

Pro

Gly

Gln

Axrg

Arg

100
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo aislados que se unen a PD-1 humano, que comprenden:

CDR 1-3 de cadena ligera de las SEQ ID NO: 9, 10 y 11 respectivamente y CDR 1-3 de cadena pesada de las
SEQ ID NO: 12, 13y 14, respectivamente;

en donde dichos anticuerpo o fragmento de anticuerpo bloquean la union de PD-L1 humano y PD-L2 humano a
PD-1 humano.

2. El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde dichos anticuerpo o fragmento de
anticuerpo bloquean la uniéon de PD-L1 humano y/o PD-L2 humano a PD-1 humano con una Clso de
aproximadamente 1 nM o menor.
3. El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de las reivindicaciones 1 o 2, que comprenden:
a. una region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 5 o una variante de la misma, en donde
dicha variante comprende uno, dos o tres aminoacidos modificados de forma conservativa; y
b. una region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 6 o0 una variante de la misma, en donde
dicha variante comprende una, dos o tres sustituciones de aminoacidos modificados de forma conservativa;
4. Un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3, que comprenden:

a. una region variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 5; y
b. una regién variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 6.

5. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende adicionalmente una region
constante de cadena pesada que comprende una regién constante de cadena pesada humana y4 o y1.

6. El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo
o el fragmento de anticuerpo son:

a. un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo;
b. un anticuerpo humano o un fragmento del mismo; o
. un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo.

7. El fragmento de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el fragmento de anticuerpo
se selecciona entre el grupo gque consiste en Fab, Fab’, Fab’-SH, Fv, scFv, F(ab’)z y un diacuerpo.

8. El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el
anticuerpo o el fragmento de anticuerpo aumentan la activacién de los linfocitos T.

9. Un polinucleétido aislado que codifica el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

10. El polinucleétido aislado de la reivindicacion 9, en donde el anticuerpo comprende una cadena pesada que
comprende la SEQ ID NO: 5 y una cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 6.

11. El polinucleétido aislado de la reivindicacion 10, que comprende la SEQ ID NO: 1y la SEQ ID NO: 2.
12. Un vector de expresién que comprende el polinucle6tido aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11.
13. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 12.

14. Un método de produccion de un anticuerpo o de un fragmento de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8 que comprende:

a. cultivar la célula hospedadora de la reivindicacion 13 en medio de cultivo en condiciones en las que se
expresa la secuencia de acidos nucleicos, produciendo de este modo polipéptidos que comprenden las regiones
variables de cadenas ligera y pesada; y

b. recuperar los polipéptidos de la célula hospedadora o del medio de cultivo.

15. Una composicion que comprende el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 en combinacién con un vehiculo o un diluyente farmacéuticamente aceptables.

16. El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 0 que se puede
obtener mediante el método de la reivindicacion 14 para su uso en el tratamiento del cancer o de una infeccion o de
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una enfermedad infecciosa.

17. El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 16, en donde el uso es
para el tratamiento del cancer.
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Absorbancia (450 nm)
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Figura 3
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Figura 4

Estimulacion de sangre entera con SEB
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Figuras

Respuesta de reclutamiento por TT
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Figura b

Analisis cinético de mab anti-PD-1
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Figura 7

Estimulacidn de sangre entera con SEB
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